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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
% SS Odstotek suhe snovi  
16S rRNA 16S podenota ribosomalne RNA 
amoA Podenota amonij monooksigenaznega gena 
AOA Amonijak oksidirajoče (kren)arheje 
AOB Amojijak oksidirajoče bakterije 
Corg Organski ogljik 
DNA Deoksiribonukleinska kislina 
DOC Topni organski ogljik 
DON Topni organski dušik 
EDTA Etilendiamin tetraacetat 
EPK Efektivna poljska kapaciteta  
H Izmenljiva kislost 
I Inokulum  
ITS Regija notranjih distančnikov ribosomske DNA (ang. Internal Transcribed 
Spacer) 
KIK Kationska izmenjevalna kapaciteta 
LOQ Meja kvantifikacije (ang. Limit Of Quanification) 
N Dušik 
N2 Atmosferski dušik 
N2O Didušikov oksid 
NH3 Amonijak 
NH4
+ Amonijev ion 
nifH Nitrogenazni gen s Fe v aktivnem centru 
nirK Nitrit reduktazni gen z bakrom v aktivnem centru 
nirS Citokrom cd1 nitrit reduktazni gen 
Nmin Mineralni N (seštevek vsebnosti NO3-N in NH4-N) 
NO Dušikov monoksid 
NO2
- Nitrit 
NO3
- Nitrat 
nosZ N2O reduktazni gen 
PK Poljska kapaciteta 
PTK Potencialno toksične kovine 
qPCR Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo 
R Rastlina  
TV Točka venenja 
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1 UVOD 
 
1.1 VZROK ZA RAZISKAVO 
 
Tla so bistvenega pomena za zdravje ekosistemov. Čistijo in regulirajo vodo, so gonilo 
kroženja hranilnih snovi in podpirajo biotsko raznovrstnost. Sposobnost tal za 
zagotavljanje ekosistemskih storitev je vse bolj ogrožena. Med drugimi, onesnaženje tal 
postaja vedno večji problem v svetu. Ocenjeno je, da je v Evropi potencialno ogroženih 
približno 2,5 milijona lokacij, od tega je 14 % lokacij (340.000) dejansko onesnaženih in 
potrebnih sanacije (EEA, 2014). V večini primerov je človek s svojimi dejavnostmi 
(industrija, kmetijstvo, promet itd.) glavni krivec za onesnaženje okolja z različnimi 
onesnažili, zlasti s potencialno toksičnimi kovinami (PTK), kot so Cd, Cr, Cu, Ni, Pb in 
Zn. Te se v tleh kopičijo, se ne razgrajujejo, ampak so obstojne in jih je težko odstraniti. 
Glavni vir onesnaženja s PTK je predvsem kovinska industrija in metalurška dejavnost. V 
preteklosti je dolgotrajna rudarsko-metalurška dejavnost marsikje zaznamovala okolje z 
velikimi vsebnostmi PTK v tleh, ki ponekod še vedno presegajo kritične imisijske 
vrednosti (Uredba …, 1996), in tako omejila rabo prostora za kmetijske namene. V 
primerjavi z organskimi onesnažili so PTK v tleh tudi naravno prisotne, vendar pa je 
njihova naravna vsebnost ponavadi nepomembna, ko jo primerjamo z vsebnostjo 
antropogenega izvora (Blume in sod., 2016).  
 
PTK v velikih koncentracijah lahko škodljivo vplivajo na razgradnjo organske snovi v tleh, 
ter zmanjšujejo biomaso, pestrost in aktivnost mikroorganizmov (Åkerblom in sod., 2007; 
Chander in sod., 2001). Bolj kot skupna vsebnost je z vidika vpliva na talne 
mikroorganizme in sprejema PTK v rastlino ter tako prenosa v prehranjevalno verigo, 
pomembna njihova biodostopna koncentracija v tleh. Le ta je močno odvisna od lastnosti 
tal (pH, tekstura tal, vsebnost organske snovi, prisotnost in koncentracija organskih in 
anorganskih ligandov, vključno s huminskimi in fulvo kislinami) in kovine (moč vezave) 
(Kim in sod., 2015; Violante in sod., 2010).  
 
Problematiko onesnaženosti tal s PTK se rešuje z uporabo različnih tehnologij remediacije 
(Adejumo in sod., 2011; Huang in sod., 2016). Ena izmed novejših metod remediacije tal 
je odstranjevanje PTK z raztopino kelatnega liganda EDTA, pri kateri ne nastajajo 
odpadne vode (Leštan, 2017). Kelatni ligandi s kovinami tvorijo vodotopne komplekse 
tako, da jih iz tal ali sedimenta lahko odstranimo s pralno raztopino. Remediacija tal z 
EDTA pa ima lahko tudi negativne vplive na vsebnost mikrohranil (Zhang in sod., 2010b), 
talne mikroorganizme in strukturo tal (Jelušič in Leštan, 2014; Jelušič in sod., 2014; Maček 
in sod., 2016).  
 
Dušikov (N) cikel je eden izmed najpomembnejših biogeokemijskih ciklov v kopenskih 
ekosistemih in tako bistven za ohranjanje produktivnosti agroekosistemov. Kako različni 
biotski in abiotski dejavniki vplivajo na delovanje N cikla, je danes predmet mnogih 
raziskav (Hallin in sod., 2009; Petersen in sod., 2012), medtem ko je o vplivu remediacije 
tal z EDTA le malo informacij. Smo namreč prvi, ki smo preučili vpliv remediacije na 
delovanje N cikla, v povezavi s talnimi lastnostmi ter dostopnostjo PTK v tleh.  
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1.2 NAMEN NALOGE 
 
V prvem delu naloge nas je zanimal vpliv remediacije tal onesnaženih s PTK (Pb, Cd in 
Zn) na kakovost tal ter skupno vsebnost in dostopnost Pb, Cd in Zn, določeno z različnimi 
metodami (sekvenčna ekstrakcija, ekstrakcija s CaCl2 in sprejem kovin v rastlino (Lolium 
perenne)), v odvisnosti od talnih lastnosti.  
 
V drugem delu naloge smo ugotavljali vpliv remediacije na številčnost skupnih mikrobnih 
združb arhej, bakterij in gliv ter mikrobnih združb vključenih v N cikel.  
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
V nalogi smo preverili naslednji hipotezi: 
 
1. Remediacija tal vpliva na skupno vsebnost in dostopnost PTK v tleh ter sprejem 
PTK v rastlino, v odvisnosti od lastnosti tal (pH tal, vsebnosti organske snovi, 
teksture tal). 
 
2. Remediacija tal vpliva na mikrobno biomaso, številčnost skupne mikrobne združbe 
(bakterije, arheje, glive) ter številčnost genov N cikla. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ONESNAŽENJE TAL S KOVINAMI 
 
Tla so biološko aktivni del zunanje plasti zemeljske skorje, različne debeline, od nekaj 
centimetrov do več deset metrov. Oskrbujejo nas s hrano, krmo, vlakni in gorivom, ter 
mnogo več, podpirajo različne oblike življenja na našem planetu (Blume in sod., 2016). 
Proces nastanka tal je dolgotrajen, prav tako njihova regeneracija, uničimo pa jih lahko 
zelo hitro, predvsem z neprimerno rabo in upravljanjem s tlemi (Zhao in sod., 2005). 
Ravno zaradi tega ter prostorske omejenosti tal, zlasti rodovitnih obdelovalnih površin, bi 
moralo biti naše zavedanje in težnja po zaščiti tal pred uničenjem toliko večja.   
 
Onesnaženje tal danes predstavlja vedno bolj pereč globalni problem, predvsem v razvitih 
državah (Su in sod., 2014). V preteklosti se onesnaženje tal ni obravnavalo tako resno 
kakor onesnaženje zraka in vode, saj je njegova definicija zelo široka, in poleg samih tal 
obravnava tudi vpliv na podtalnico in rastline (Zupan in sod., 2008). Zato ga je težje 
nadzorovati in upravljati kakor onesnaženje zraka in vode (Su in sod., 2014). V kopenskih 
ekosistemih so tla glavni ponor kemičnih onesnažil, podobno kot je sediment pomemben 
ponor za številna onesnažila v vodnih ekosistemih (Bolan in sod., 2014). Eden izmed 
večjih problemov predstavljajo v tleh povečane vsebnosti potencialno toksičnih kovin 
(PTK), ki so, za razliko od organskih onesnažil (npr. FFS, PCB-ji, PAH,…), v tleh 
obstojne, niso podvržene mikrobni ali kemični razgradnji in ostajajo v tleh še dolgo časa 
po vnosu (Adriano in sod., 2004).  
 
V literaturi pogosto zasledimo izraz težke kovine, za katerega obstaja več definicij, 
največkrat v navezavi z gostoto kovin (> 3,5-5 g/cm3; Blume in sod., 2016). Velikokrat pa 
je izraz v kontekstu uporabljen napačno, saj se z njim označuje vse kovine, ki se kot 
onesnažila pojavljajo v okolju, pri tem pa se ne upošteva, da imajo čiste kovine zelo 
različne fizikalno-kemijske, biološke in toksikološke lastnosti (Černe, 2009). Toksičnost se 
zelo razlikuje od kovine do kovine in od organizma do organizma, medtem ko so po naravi 
čiste kovine le redko toksične (Duffus, 2002). Le nekatere od številnih kovin so esencialne 
za organizme. To so tako imenovana mikrohranila (Cu, Fe, Mn, Mo, Ni in Zn), ki so v 
majhnih koncentracijah nujno potrebna za biološke in biokemijske procese v organizmih 
(Blume in sod., 2016). Medtem ko ne-esencialne kovine, kot so Pb, Hg in Cd, nimajo 
biološke funkcije in lahko tekmujejo z esencialnimi kovinami za aktivna mesta na encimih 
ali membranskih proteinih, ter s tem motijo njihovo pravilno delovanje (Torres in sod., 
2008). Pb, Cd, Cr, Cu, Zn, Ni, As in Hg so najbolj pogosta onesnažila, izmed katerih 
največjo skrb predstavljajo Pb, Cd in Hg. Le te lahko preko bioakumulacije v 
prehranjevalni verigi povzročajo toksičnost tudi pri organizmih višje v prehranjevalni 
verigi in ljudeh (Stankovic in Stankovic, 2013 cit. po Stankovic in sod., 2014). 
 
V zadnjih desetletjih se je z razvojem industrije in rastjo števila prebivalstva močno 
povečal pritisk na okolje, kar je pospešilo izpuste antropogenih emisij PTK, ki 
predstavljajo glavni vir PTK v tleh. Večina antropogenih virov predstavlja emisije iz 
industrijskih obratov, prometa, rudarjenja in taljenja rude, ter emisij, ki nastanejo zaradi 
neustreznega odlaganja industrijskih in gospodinjskih odpadnih snovi (Blume in sod., 
2016; Bolan in sod., 2014). Poleg tega tudi recikliranje odpadkov, ki vsebujejo kovine, 
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namakanje, gnojila in fitofarmacevtska sredstva (FFS) lahko vodijo do direktnih izpustov 
PTK v tla. Vsaka prisotnost kovin v tleh pa še ne pomeni onesnaženja, saj so kovine v 
okolju tudi naravno prisotne. Kroženje in prenos PTK v naravnem okolju sta povezana 
predvsem s procesi, kot so preperevanje kamninske osnove, vulkanski izbruhi, 
izhlapevanje vode iz oceanov, gozdni požari in procesi nastajana tal (Szyczewski in sod., 
2009). Zato je pri ocenjevanju onesnaženja pomembno poznavanje naravnega ozadja kovin 
(Blume in sod., 2016).  
 
2.1.1 Usoda kovin v okolju 
 
Po vstopu kovin v tla je njihova nadaljnja usoda močno odvisna od fizikalno-kemijskih 
interakcij med kovino in trdno fazo tal (organska snov, glineni minerali, oksidi,…) ter 
lastnosti tal, ki diktirajo njihovo dostopnost in mobilnost v tleh (Blume in sod., 2016). V 
tleh so kovine lahko prisotne v topni obliki v talni raztopini ali pa v različnih oblikah 
vezane na trdno fazo tal (Pueyo in sod., 2004). Prisotne v talni raztopini se kovine 
pojavljajo kot prosti kovinski ioni (npr. Cu2+, Cd2+), ali v parih z anorganskimi (npr. Cl-, 
OH-, SO4
2-) in organskimi ligandi (Blume in sod., 2016). V takšnem stanju so mobilne in 
na voljo za transport skozi talni profil, površinski odtok ali erozijo, privzem s strani rastlin 
in vstop v prehranjevalno verigo, ter izhlapevanje (npr. Hg). Prisotne v trdni fazi tal pa so 
kovine imobilizirane, netoksične in nedostopne za rastline in živali (McLean in Bledsoe, 
1992; Ogundiran in Osibanjo, 2009). Kemijske oblike, v katerih se pojavljajo kovine v tleh 
so naslednje: raztopljene v talni raztopini, adsorptivno vezane na izmenjalna mesta na 
organskih in anorganskih spojinah (oksidi, organska snov, karbonati, fosfati, sulfidi in 
bazične soli, ter glineni minerali), vključene ali fiksirane v talne koloide in inkorporirane v 
biološki material (Adriano, 1986 cit. po Barona in sod., 1995; Kabata Pendias in Pendias, 
2000).  
 
Izmenjavo kovin med trdno fazo in talno raztopino uravnavajo številni kemijski procesi v 
tleh. Ti so ionska izmenjava, sorpcija in desorpcija, obarjanje in raztapljanje, nastanek 
kompleksnih spojin, biološka imobilizacija in mobilizacija ter privzem s strani rastlin 
(Levy in sod., 1992 cit. po Wuana in Okieimen, 2011; Peijnenburg in sod., 1997). Vsi 
procesi niso enako pomembni za vsak kovinski element (Violante in sod., 2010), vendar na 
vse močno vplivajo talne lastnosti, kot so pH tal, kationska izmenjevalna kapaciteta (KIK), 
vsebnost Fe in Mn oksidov, tekstura tal, vsebnost organske snovi, redoks potencial 
(Rieuwerts in sod., 1998) ter skupna vsebnost kovine v tleh (Nowack in sod., 2010). Pri 
majhnih koncentracijah v tleh prevladuje vezava kovine preko specifične sorpcije, ko pa je 
meja topnih kovin vezanih na minerale presežena, se kovine lahko oborijo (Buekers, 2007; 
Peijnenburg in sod., 1997). Začetne reakcije adsorpcije so hitre (minute, ure) in se s časom 
upočasnjujejo (dnevi, leta). Posledično so kovine vedno manj mobilne (Buekers, 2007; 
Degryse in sod., 2009). Razlikujemo dve vrsti procesov obarjanja: površinsko obarjanje in 
obarjanje v talni raztopini. V primeru slednjega, se kovinski kationi povežejo z anioni, ter 
tako tvorijo oborino dveh ali več komponent (Peijnenburg in sod., 1997). Ugotovljeno je 
bilo, da tudi rastline vplivajo na večjo koncentracijo kovin v mobilni frakciji in s tem na 
njihovo večjo dostopnost (Nowack in sod., 2010).  
 
Za določevanje porazdelitve PTK med talnimi frakcijami v tleh in sedimentih se v zadnjih 
desetletjih uporablja zlasti postopek sekvenčne ekstrakcije (McGrath, 1996), povzet po 
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Tessier in sod. (1979). Teorija sekvenčne ekstrakcije je, da se najbolj mobilne PTK 
odstranijo v prvi frakciji. V nadaljnjih frakcijah je mobilnost odstranjenih PTK vedno 
manjša (Zimmerman in Weindorf, 2010). S tem postopkom ugotovimo kolikšna je 
vsebnost PTK v posameznih talnih frakcijah. 
 
2.1.2 Potencialna toksičnost kovin v tleh 
 
Prevelike vsebnosti PTK v tleh, esencialnih in ne-esencialnih, lahko povzročijo tveganje 
tako za floro in favno, kot za zdravje ljudi prek vnosa kovin v prehranjevalno verigo 
(Kabata Pendias in Pendias, 2000; Kachenko in Singh, 2005; Zhuang in sod., 2009). Pri 
kateri koncentraciji bo kovina toksično vplivala na organizme je močno pogojeno z 
lastnostmi tal, od katerih je odvisna njihova dostopnost. V večini držav so mejne vrednosti 
za opredelitev onesnaženosti tal s PTK zakonodajno predpisane. Te vrednosti po navadi 
temeljijo na skupni vsebnosti PTK v tleh, ki so pridobljene z razklopom z zlatotopko in ne 
zadoščajo za oceno njihovih potencialnih tveganj. Številne študije dokazujejo, da je pri 
ocenjevanju potencialne toksičnosti kovin potrebno upoštevati njihovo mobilnost in 
biodostopnost, ki je močno odvisna od porazdelitve kovin med trdno in topno talno 
frakcijo (Lee in sod., 2015; Rieuwerts in sod., 1998; Yutong in sod., 2016).  
 
V literaturi se pojavlja vrsta definicij za izraz ´biodostopnost´. Enotna definicija še ni 
postavljena, in razprave o tej temi po navadi ostajajo nerešene (Peijnenburg in sod., 1997). 
Hund-Rinke in Kӧrdel (2003) so opisali ´biodostopnost´ kot kompleksen izraz, ki 
obravnava dinamične procese in vrstno specifične interakcije, in je močno povezan z 
specifično vrsto organizma in potjo izpostavljenosti, vključno s kemijsko speciacijo PTK v 
tleh. Peijnenburg in sod. (1997) so definirali biodostopnost kot: (i.) fizikalno-kemijsko 
kontroliran proces desorpcije (okoljska dostopnost) in (ii.) fiziološko kontroliran proces 
sprejema PTK (okoljska biodostopnost). Tretji izraz, s katerim lahko opišemo 
biodostopnost PTK, je toksikološka biodostopnost, ki je povezana s porazdelitvijo PTK v 
organizmu in njihovim toksičnim vplivom (Peijnenburg in sod., 1997). Ko se definicija 
biodostopnosti nanaša na rastline, torej privzem in akumulacijo PTK v rastlinah, govorimo 
o fitodostopnosti (Meers in sod., 2007). Biodostopnost je odvisna tako od abiotičnih (talne 
lastnosti) kot biotičnih (vrsta organizma) dejavnikov, zato je potrebno pri ocenjevanju 
upoštevati vse ključne dejavnike, ki se nanašajo na dostopnost kovin v tleh (Peijnenburg in 
sod., 1997).    
 
Za oceno biodostopnosti PTK v tleh so najprimernejši posamezni ekstrakcijski testi, kot je 
ekstrakcija z raztopinami CaCl2, NH4Ac, EDTA, DTPA, NH4NO3, NaNO3 (Hosseiwwnpur 
in Motaghian, 2015; Pinto in sod., 2015; Pueyo in sod., 2004). V več-ih raziskavah so kot 
najprimernejšo predlagali raztopino CaCl2 (Fedotov in sod., 2012; Meers in sod., 2007; 
Novozamsky in sod., 1992; Pueyo in sod., 2004), saj (i.) ima le ta podobno ionsko moč 
kakor talna raztopina, (ii.) ne preceni vsebnosti rastlinam dostopnih PTK, (iii.) Ca2+ je 
sposobenejši izmenjave PTK iz izmenljivih mest na talnih koloidih kot NH4+. Glavni 
problem ekstrakcijskih testov je pomanjkanje enotnosti različnih uporabljenih metod. 
Posledično so dobljeni rezultati različnih metod med seboj težko primerljivi, kar omejuje 
standardizacijo teh metod. Do sedaj ni splošno sprejetega postopka za ocenjevanje 
biodostopnosti PTK v tleh (Pueyo in sod., 2004).  
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Da bi pridobili informacije o možnih učinkih PTK na talne organizme in posledično na 
delovanje tal se, poleg meritev biodostopnosti PTK v tleh, odvijajo tudi raziskave z 
reprezentativnimi organizmi različnih trofičnih ravni in habitatov ter različnih glede na pot 
izpostavljenosti. Obstaja več standardiziranih metod za preizkušanje toksičnosti onesnažil 
na talne organizme, ki so po navadi, zaradi kompleksnosti interakcij in parametrov, precej 
dolgotrajne in zahtevne (Hund-Rinke in Kӧrdel, 2003; Zia in sod., 2011).  
 
2.1.3 Remediacija tal 
 
V Evropi so PTK najpomembnejše onesnažilo okolja. Ocenjenih je 6,42 % (137.000 km2) 
kmetijskih površin, ki so potencialno potrebne remediacije (Tóth in sod., 2016). Zaradi 
resnosti problema onesnaženosti s PTK je v razvoju več postopkov remediacije. Na 
splošno obstajata dva načina remediacije tal, in sicer remediacija z imobilizacijo 
(stabilizacijo) onesnažil v tleh (npr. uporaba biooglja, apna, komposta) in remediacija z 
odstranitvijo le-teh (npr. fitoekstrakcija, ex-situ pranje tal s fizikalno-kemijskimi 
metodami), kar je običajno dražje (Bolan in sod., 2014). Izbor postopka je odvisen 
predvsem od lastnosti območja onesnaženja, koncentracije in vrste onesnažila ter 
namembnosti onesnaženega območja (Mulligan in sod., 2001).  
 
Najpogosteje uporabljen postopek pranja tal je pranje z aminopolikarboksilatnimi kelati, 
kot je EDTA, saj se le ti lahko vključijo v interakcijo z večino PTK in bistveno zmanjšajo 
njihovo vsebnost v tleh. Kelatni ligandi desorbirajo kovine iz trdne faze tal in z njimi 
tvorijo močne in vodotopne kovino-kelatne komplekse, ki jih v postopku pranja izperemo 
iz tal (Leštan, 2017). Po remediaciji so PTK v tleh prisotne v kemijsko stabilni mineralni 
obliki in vezane na nelabilno talno frakcijo. V takšni obliki so manj mobilne in 
biodostopne, ter posledično manj toksične glede na stanje v tleh pred remediacijo. Pojavlja 
pa se vprašanje, ali je zmanjšana mobilnost in biodostopnost PTK le stalna ali le začasna 
posledica remediacije, saj kot vemo, so tla dinamičen sistem pod vplivom številnih 
biotskih in abiotskih dejavnikov, ki lahko izzovejo spremembe v dostopnosti PTK (Leštan 
in sod., 2008).  
 
Kelati, ki delno ostanejo v opranih tleh, so zelo stabilne spojine, ki jih je potrebno še 
dodatno odstraniti z izčrpnim izpiranjem tal. Takšna remediacija je težavna, saj vključuje 
obdelavo velikih količin odpadnih voda v postopkih recikliranja EDTA in procesiranja 
voda (Leštan, 2017). Zaradi obstojnosti EDTA obstaja tveganje izpiranja v podtalnico in s 
tem nevarnost onesnaženja pitne vode (Egli, 2001).  
 
Leštan (2017) so razvili novo tehnologijo pranja tal z EDTA, ki učinkovito zmanjšuje 
skupno vsebnost Pb, Zn in Cd v karbonatnih in kislih tleh, hkrati pa omogoča recikliranje 
odpadnih voda. Vendar pa ostajajo odprta vprašanja, kako ta postopek pranja tal z EDTA 
vpliva na mikrobne združbe v tleh in delovanje tal, saj v pretekih študijah poročajo o 
negativnem vplivu kelata EDTA na manjšo mikrobno aktivnost (Hu in sod., 2003; 
Mühlbachová, 2011), spremenjeno strukturo mikrobnih združb (Grčman in sod., 2001; 
Maček in sod., 2016), encimsko aktivnost in uničeno strukturo tal (Jelušič in Leštan, 2014). 
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2.2 MIKROORGANIZMI V TLEH 
 
Tla so eden izmed najbolj raznolikih habitatov na našem planetu in vsebujejo kompleksne 
prokariontske in evkariontske mikrobne združbe, čeprav to ni razvidno s prostim očesom 
(Giller in sod., 1997). Talni mikroorganizmi predstavljajo precejšen del žive biomase na 
našem planetu (Whitman in sod., 1998) in so pomembni akterji mnogih talnih funkcij, kot 
je biogeokemijsko kroženje N, C in drugih elementov, rastlinska produkcija (Hirsch in 
Mauchline, 2015; Aislabie in Deslippe, 2013) ali uravnavanje lokalnega podnebja, in so 
esencialni za integriteto kopenskih ekosistemov. Na njih vplivajo številni fizikalni, 
kemijski in biološki dejavniki. Zato je za ohranjanje pomembnih funkcij tal ključno 
razumevanje, kako se talni mikroorganizmi odzivajo na motnje ali spremembe stanja v 
okolju (Griffiths in Philippot, 2013).  
 
V tleh najdemo zelo širok spekter različnih mikrobnih skupin, od prosto živečih bakterij in 
vse do posameznih gliv, ki lahko pokrivajo več kvadratnih kilometrov površin. Med seboj 
se taksonomsko, strukturno in funkcionalno razlikujejo (Harris, 2009), in se lahko nahajajo 
v različnem fiziološkem stanju (Blagodatskaya in Kuzyakov, 2013). Večino 
mikroorganizmov je nemogoče gojiti na gojiščih (le manj kot 1 % jih lahko izoliramo in 
gojimo z uporabo standardnih tehnik kultivacije), zato se namesto tega pogosto zanašamo 
na posredne molekularne analize, predvsem biokemijske markerje in meritve metabolne 
aktivnosti mikrobnih združb (Harris, 2009). Razvoj novih, visoko zmogljivih molekularnih 
tehnik nam danes omogoča opredeliti taksonomsko, filogenetsko in funkcionalno 
raznovrstnost mikrobnih združb v obsegu, ki nam je bil še pred nekaj leti nepredstavljiv 
(Fierer in sod., 2012).  
 
Z uporabo molekularnega sekvenciranja na podlagi rRNA genov so bile določene tri 
glavne domene talnih organizmov: bakterije, arheje in evkarionti (glive, alge in praživali) 
(Woese in sod., 1990). Bakterije so najbolj preučevana in najštevilčnejša domena talnih 
mikroorganizmov, za katere je ocenjeno število celic 107 do 1010 na gram tal in vrstna 
pestrost 103 (Raynaud in Nunan, 2014). Kljub veliki številčnosti bakterijskih celic in vrst v 
tleh pa ima raznolikost bakterij le majhen vpliv na procese tal, kot so dihanje ali 
nitrifikacija, predvsem zaradi majhne celične interakcije med bakterijami (Raynaud in 
Nunan, 2014). Po pregledu 16S rRNA genomskih knjižnic je bilo ugotovljeno, da se talne 
bakterije razvrščajo v vsaj 32 debel, med katerimi prevladujejo predvsem Proteobacteria, 
Acidobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Chloroflexi, 
Planctomycetes, Gemmatimonadetes in Firmicutes. Predstavniki teh devetih skupin v 
povprečju predstavljajo 92 % talne genomske knjižnice. Med vsemi talnimi bakterijami so 
najštevilčnejše proteobakterije in aktinobakterije (Janssen, 2006). Proteobakterije so 
metabolično raznolika skupina organizmov, ki jih ločimo v sedem poddebel, med katerimi 
so štiri (α-, β-, γ- in δ-Proteobacteria) pogosto detektirane v tleh. Med njimi pomembno 
vlogo igrajo bakterije, ki so v simbiozi z metuljnicami in tako sodelujejo pri fiksaciji 
dušika in spodbujajo rast rastlin. Poleg tega so pomembne tudi bakterije, ki sodelujejo v 
procesu nitrifikacije (oksidacija amonijaka v nitrat) in globalnem kroženju ogljika 
(Aislabie in Deslippe, 2013).  
 
Številčnost arhej zelo variira v kopenskih ekosistemih (Bengtson in sod., 2012). Od nekdaj 
je veljalo, da arheje lahko najdemo le v ekstremnih okoljih (Schleper in sod., 2005). Danes 
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vemo, da so arheje široko razširjene in se nahajajo v okoljih, kjer so prisotne bakterije, 
torej v tleh (Aislabie in Deslippe, 2013), kot tudi v hidrotermalnih vrelcih (Ehrhardt in 
sod., 2007), morski vodi (DeLong, 1992) in sedimentih (Schleper in sod., 1997). Prve 
filogenetske analize so pokazale, da se domena arhej deli na dve glavni skupini, 
Crenarchaeota in Euryarchaeota. Vendar pa se arhejsko filogenetsko drevo hitro širi, z 
odkritjem novih linij (Auguet in sod., 2010). V tleh naj bi prevladovale predvsem skupine 
iz debla Crenarchaeota, ki vključuje zlasti pripadnike s pomembno funkcijo, to je 
nitrifikacijo (Auguet in sod., 2010; Nicol in Schleper, 2006). 
 
Kot bakterije in arheje so tudi glive zelo raznolika domena organizmov, ki skupaj z 
bakterijami predstavljajo več kot 90 % celotne mikrobne biomase v tleh (Six in sod., 
2006). Njihove edinstvene življenjske strategije jim omogočajo, da opravljajo široko paleto 
ekoloških funkcij, vse od razgradnje organske snovi do simbioze (Aislabie in Deslippe, 
2013). Saprofitske glive imajo v naravnih ekosistemih vlogo primarnih, sekundarnih in 
terciarnih razgrajevalcev organske snovi in s tem vplivajo na večjo biodostopnost hranil za 
privzem s strani rastlin (Crowther in sod., 2012). S sposobnostjo premeščanja ogljika, 
dušika in fosforja v tleh, pa so glive pomemben faktor v premeščanju hranil v tleh 
(Cairney, 2005). Mikoriza je eden izmed najbolj pomembnih simbioz med rastlino in 
mikroorganizmi. Mikorizne glive s kolonizacijo korenin omogočajo večjo preskrbo rastlin 
z vodo in hranilnimi snovmi, poleg tega pa jim nudijo zaščito pred patogenimi organizmi. 
Obstaja več različnih tipov mikorize, med katerimi je za večino rastlin najpomembnejša 
arbuskularna mikoriza (AM), ki jo je sposobnih tvoriti več kot 80 % rastlinskih vrst 
(Jeffries in sod., 2003). 
 
2.2.1 Vplivi okoljskih dejavnikov na talne mikroorganizme 
 
Raziskano je, da na talne mikroorganizme vplivajo številni okoljski dejavniki, od lastnosti 
tal (npr. pH, vsebnosti hranili v tleh, organska snov, struktura, tekstura, globina) do 
klimatskih dejavnikov (padavine, temperatura) in vegetacije (Eilers in sod., 2012; Lauber 
in sod., 2008; Marschner in sod., 2001; Schnürer in sod., 1986). Vendar pa vpliv interakcij 
med posameznimi okoljskimi dejavniki na porazdelitev in številčnost talnih 
mikroorganizmov še vedno ni povsem jasen (Rousk in sod., 2010).  
 
pH tal je eden izmed dejavnikov, ki najpogosteje vpliva na aktivnost in strukturo 
mikrobnih združb in biogeokemijske procese, v katere so vpleteni talni mikroorganizmi 
(Fierer in Jackson, 2006; Kemmitt in sod., 2006; Rousk in sod., 2010). Glive naj bi 
tolerirale širše območje pH vrednosti tal kot pa bakterije (Rousk in sod., 2010).  
 
Na mikrobno združbo v tleh močno vplivata tudi temperatura in voda v tleh. Pri 
temperaturi 25 – 30ºC je rast bakterij in gliv v večini kmetijskih tal optimalna, medtem ko 
se s povečanjem ali zmanjšanjem temperature stopnja rasti zmanjša. Zlasti višje 
temperature bolj negativno vplivajo na rast glivne združbe, kar se odrazi v večjem 
razmerju med bakterijami in glivami v tleh. Pri nižjih temperaturah se razmerje obrne v 
prid glivam (Pietikäinen in sod., 2005). Spremembe količin vode v tleh bolje tolerirajo 
glive, saj lahko z dolgimi hifami dostopajo tudi v globje predele tal, medtem ko so 
bakterije na pomanjkanje vode bolj občutljive (Wilson in Griffin, 1975), domnevno zato, 
ker so manj mobilne in zato bolj odvisne od biodostopne vsebnosti hranil v tleh, ki je pri 
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manjši vsebnosti vode omejena. Običajno je mikrobna aktivnost v tleh optimalna pri 
vodnem potencialu -50 do -150 kPa, kar je pri zasičenosti 30 – 50 % vseh por v tleh, 
odvisno od teksture in gostote tal (Paul, 2015). 
 
2.2.1.1 Talni mikroorganizmi in potencialno toksične kovine 
 
PTK v tleh lahko negativno vplivajo na mikrobno biomaso (de Santiago-Martin in sod., 
2013), številčnost (Chen in sod., 2014) ter njihovo aktivnost (npr. encimska aktivnost, 
mineralizacija) (Zhang in sod., 2010a). Nekateri mikroorganizmi imajo sposobnost 
prilagoditve na velike koncentracije PTK v tleh preko razvoja različnih mehanizmov 
odpornosti, kot je sorpcija, obarjanje, kopičenje kovin zunaj celice, transport kovin iz 
celice (npr. efluksne črpalke – ang. efflux pumps) in tvorba kelatov v celici. Kateri proces 
bodo razvili, je odvisno predvsem od vrste organizma, okolja in kovine, kateri so 
izpostavljeni (Haferburg in Kothe, 2007), medtem ko čas, ki je za to potreben, zelo varira, 
od nekaj dni do več let (Blume in sod., 2016). Razvoj odpornosti nekaterih 
mikroorganizmov in zmanjšanje prisotnosti na PTK občutljivih mikroorganizmov se 
odraža zlasti v spremembi sestave mikrobnih združb (Zhang in sod., 2016; Guo in sod., 
2017; Li in sod., 2017) in manj v spremembi njihove pestrosti (Li in sod., 2017). 
 
Do danes je opravljenih veliko raziskav o toksičnem vplivu kovin na mikroorganizme v 
tleh. Vendar pa je rezultate različnih študij med seboj težko primerjati, saj (i.) se odziv 
talnih mikroorganizmov na izpostavljenost PTK razlikuje, (ii.) na toksičnost kovin vpliva 
mnogo dejavnikov, med katerimi so zlasti pomembne (1.) fizikalno-kemijske lastnosti tal 
(npr. pH, organska snov, tekstura tal) in prisotnost rastlinskih eksidatov, ki vplivajo na 
biodostopno koncentracijo kovin v tleh, (2.) čas izpostavljenosti (kratkotrajni laboratorijski 
poskusi, dolgotrajni poljski poskusi) (Giller in sod., 1998), (3.) interakcije med 
mikroorganizmi (Li in sod., 2017). Poleg tega gre lahko za kumulativni vpliv večih kovin 
na toksičnost mikroorganizmov (Ranjard in sod., 2006).   
 
2.2.2 Dušikov cikel  
 
Dušik (N), kot esencialna sestavina DNA, beljakovin in encimov, je najpomembnejši 
element v naravi in predstavlja ključno komponento življenja. Je najbolj zastopan element 
v atmosferi, hidrosferi in biosferi. Čeprav 78 % atmosfere predstavlja dušik, pa je njegova 
dostopnost na splošno omejujoč dejavnik za rastlinsko produkcijo. Več kot 99 % dušika je 
nedostopnega za več kot 99 % živih organizmov. Dušik se v naravi nahaja v nereaktivnih 
in reaktivnih oblikah. Nereaktivni N je N2 (atmosferska oblika); reaktivni N pa vključuje 
vse biološke, fitokemijske in radiativne oblike dušika v atmosferi in biosferi, torej 
anorganske reducirane oblike dušika (amonijak [NH3] in amonij [NH4+]), anorganske 
oksidirane oblike (dušikov oksid [NOX], dušikova kislina [HNO3], di-dušikov oksid [N2O] 
in nitrat [NO3
-]) in organske molekule (npr. urea, amini, beljakovine in nukleinske kisline) 
(Galloway in sod., 2003). Pretvorbo N iz ene oblike v drugo v večini opravljajo 
mikroorganizmi (Philippot in sod., 2007), kar opisujemo z dušikovim ciklom, ki je eden 
izmed najpomembnejših biogeokemijskih ciklov v kopenskih ekosistemih.  
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Dušikov cikel vključuje štiri mikrobiološke procese: fiksacijo, amonifikacijo 
(mineralizacijo), nitrifikacijo in denitrifikacijo (slika 1). Biološka fiksacija dušika je 
proces, v katerem pride do oksidacije atmosferskega dušika N2 v biološko dostopni 
amonijak (NH3) z univerzalnim encimom nitrogenazo. Reakcijo lahko katalizirajo 
diazotrofne bakterije iz debla Archaebacteria in Eubacteria (Young, 1992), katerim je 
skupno, da imajo nif operon, na katerem nifH gen kodira Fe protein encima nitrogenaze 
(Poly in sod., 2001).  
 
V tleh se organske oblike dušika pretvorijo v topne, rastlinam in organizmom dostopne 
oblike dušika. Ta proces imenujemo amonifikacija, ki je del mineralizacije organske snovi 
in poteka ob pomoči heterotrofnih bakterij in gliv, pretežno v kislih tleh (Hodge in sod., 
2000). 
 
Nastali amonijak (NH3) se v tleh v procesu nitrifikacije, ob pomoči avtotrofnih 
mikroorganizmov, najprej oksidira v nitrit (NO2
-) in nato v nitrat (NO3
-). Nitrifikacija je 
eden izmed ključnih procesov dušikovega cikla na Zemlji. NO3-, ki nastane v procesu, je 
esencialen za mnogo rastlin, medtem ko presežki NO3-, ki vstopajo v tla tudi skozi 
gnojenje, vodijo do izpiranja NO3
- in tako onesnaženja podzemne vode (Morimoto in sod., 
2011). V procesu nitrifikacije kot stranski produkt nastaja N2O, ki je toplogredni plin in 
sodeluje pri nastanku ozona (Wrage in sod., 2001). V prvem koraku nitrifikacije reakcijo 
oksidacije amonijaka do nitrita katalizirajo amonijak oksidirajoče arheje (AOA) in 
amonijak oksidirajoče bakterije (AOB) z encimom amonij monooksigenaza (AMO), 
katerega kodira gen amo (Leininger in sod., 2006; Prosser in Nicol, 2008). Drugi korak 
pretvorbe nitrita v nitrat katalizirajo nitrit oksidirajoče bakterije (NOB) z encimom nitrit 
oksidoreduktaza (De Boer in Kowalchuk, 2001). V številnih raziskavah so dokazali, da 
amonijak oksidirajoče arheje (AOA) številčno prevladujejo nad amonijak oksidirajočimi 
bakterijami (AOB) v talnih ekosistemih. Njihova velika številčnost v ekosistemih kaže na 
to, da so ti organizmi tolerantni na široko paleto rastnih pogojev in imajo zato lahko bolj 
vsestranski metabolizem kakor AOB (Leininger in sod., 2006). Di in sod. (2009) so 
ugotovili zmožnost rasti in nitrifikacije dušik oksidirajočih bakerij (AOB) v z dušikom 
bogatih travniških tleh, v katerih je bila številčnost AOB večja kakor številčnost AOA. To 
lahko nakazuje, da so AOA prilagojene na nefavorizirane okoljske pogoje, kot je 
pomanjkanje hranil v tleh, medtem ko bakterije lahko rastejo v zelo rodovitnih, s hranili 
bogatih tleh.  
 
Denitrifikacija je proces, v katerem sta topni obliki dušika NO3- in NO2- reducirani v pline 
NO, N2O in N2. V tem procesu se fiksiran dušik vrača iz tal in vode v atmosfero, in tako se 
dušikov cikel sklene. Predvsem je to pomembno v kmetijstvu, kjer se na ta način zmanjšajo 
izgube dušikovih gnojil iz tal (Henry in sod., 2004). Poleg tega pa denitrifikacija vodi tudi 
do emisij N2O, ki je glavni toplogredni plin. To je v zadnjem času spodbudilo še večji 
interes za raziskave tega procesa (Wrage in sod., 2001). V procesu denitrifikacije bakterije 
kot akceptor elektronov, za produkcijo energije, uporabljajo oksidirane dušikove spojine, 
ko je dostopnost kisika omejena (Henry in sod., 2004). Znanih je sedem encimov, ki so 
povezani z različnimi koraki v procesu denitrifikacije. Denitrifikacijo lahko katalizirajo 
heterotrofne bakterije, obstajajo pa tudi litotrofne (Thiobacillus) in fototrofne 
(Rhodobacter), vendar nimajo vse denitrifikacijske bakterije vseh encimov. V prvem 
koraku transformacije nitratne oblike dušika v nitritno obliko sta vključena dva tipa encima 
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nitrat reduktaze: membransko vezan (Nar) in periplazmatski (Nap) (Enwall, 2008). V 
drugem koraku encim nitrit reduktaza katalizira reakcijo redukcije NO2
- v plinaste 
produkte. Znana sta dva tipa nitrit reduktaze, ki se med seboj razlikujeta v strukturi in 
protetični kovini: bakrova nitrit reduktaza, ki je kodirana z nirK genom, in citokrom cd1-
nitrit reduktaza, kodirana z nirS genom (Zumft, 1997). Obe nitrit reduktazi imata enako 
funkcijo, vendar se med seboj evolucijsko razlikujeta. Bakterija lahko vsebuje ali nirS ali 
nirK, ali pa oba encima (Enwall, 2008). NO se v nadaljevanju reducira v dušikove okside. 
Ta korak katalizirata dva tipa encimov: NO reduktaza, ki prejme elektrone od citokroma c 
ali pseudoazurina (cNor) in drugi tip iz kvinola (qNor). Zadnji korak denitrifikacije, v 
katerem se N2O reducira v atmosferski dušik, katalizira N2O reduktaza (nosZ), locirana v 
periplazmi gram-negativnih bakterij (Philippot in sod., 2007).  
 
 
Slika 1: Prikaz kroženja dušika v biosferi, ter mikrobni geni odgovorni za posamezne procese v dušikovem 
ciklu (Hirsch in Mauchline, 2015) 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Magistrsko delo je potekalo na Biotehniški fakulteti, Oddelku za agronomijo v sklopu 
raziskovalnega projekta z naslovom »Od nevarnega odpadka do živih tal – mikrobne 
združbe in interakcija tla-rastlina v s težkimi kovinami onesnaženih tleh pred in po 
remediaciji« (ARRS J4-7052). Fizikalne, kemijske in molekularne analize tal smo izvedli 
na Centru za pedologijo in varstvo okolja. Skupna vsebnost kovin v tleh in rastlinskih 
vzorcih je bila analizirana v Kanadi (Bureau Veritas, Mineral laboratories).  
 
3.1 SHEMA IN OPIS POSKUSA 
 
Za namen magistrske naloge smo vzorčili tla na obstoječem lončnem poskusu, ki je bil za 
namen zgoraj omenjenega projekta postavljen na Laboratorijskem polju Biotehniške 
fakultete (slika 2). Preučevali smo 3 vzorce tal: 2 onesnažena (1) iz okolice Mežiške doline 
(Slovenija) in (2) iz kraja Stossau, Arnoldstein (Avstrija), ter neonesnažena kontrolna tla iz 
okolice Savelj (Slovenija). Polovica tal z vseh treh lokacij je bila pred postavitvijo 
lončnega poskusa remediirana z metodo pranja tal s kelatnim ligandom EDTA, kot poroča 
Leštan (2017). Tla iz okolice Mežiške doline in kontrolna tla so bila remediirana s 100 mM 
raztopino EDTA ter tla iz Arnoldstein s 60 mM raztopino EDTA. 
 
 
Slika 2: Lončni poskus na Laboratorijskem polju Biotehniške fakultete  
 
Originalna in remediirana tla iz vseh treh lokacij so bila 23. junija 2016 prenesena v lonce 
(42 cm × 24 cm = višina × premer). Pred prenosom v lonce so bila tla homogenizirana in 
presejana skozi 2 mm sito. Dno loncev smo napolnili z dvema centimetroma 
kremenčevega peska.  
 
Skupno število loncev vključenih v poskus je bilo 80. V polovico loncev smo za namen 
revitalizacije onesnaženih in remediiranih tal posejali rastline (Lolium perenne) ter dodali 
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inokulum (rizosferna tla), ki prav tako izvira iz biotsko raznovrstnega neonesnaženega 
območja kot kontrolna tla. Poskus tako vključuje 20 obravnavanj v štirih ponovitvah, kot je 
prikazano na sliki 3. Vsako obravnavanje sestavlja lokacija (SLO/AT/KONT), tip tal 
(originalna/remediirana), rastlina (da/ne) in inokulum (da/ne).  
 
 
Slika 3: Shema postavitve poskusa. Krogi ponazarjajo lonce, barva polnila krogov pa pripadajoče 
obravnavanje. Črka R pomeni, da so v loncu posejane rastline (Lolium perenne), I pomeni dodan inokulum, 
R + I pa posejane rastline in dodan inokulum 
 
Lonci so bili od zunaj izolirani z alu folijo. Namakanje tal v loncih je potekalo avtomatsko 
glede na vsebnost vode v tleh. Na vsako obravnavanje je bil vstavljen senzor v tla ene 
ponovitve. 
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3.2  VZORČENJE  
 
Za celovito standardno pedološko analizo tal in analizo vsebnosti Pb, Cd in Zn v tleh smo 
vzeli vzorce z začetka poskusa (junij 2016), predno so bila tla prenesena v lonce. Skupaj je 
bilo šest vzorcev, in sicer originalna in remediirana tla iz Mežiške doline (Slovenija), 
Arnoldstein (Avstrija) in Savelj (Slovenija) - kontrola. Vzorce tal smo zračno posušili in 
presejali skozi 2 mm sito (ISO 11464, 2006), ter jih shranili v kartonske škatlice na sobni 
temperaturi do analize kemijskih in fizikalnih lastnosti ter vsebnosti preučevanih kovin.  
  
Štiri mesece po stabilizaciji tal v loncih (3. november 2016) smo vzorčili tla in rastline. Tla 
smo vzorčili na globini 5 cm. Vzorce tal smo homogenizirali, odstranili koreninice in 
kamne ter vsak vzorec ločili na tri dele. Del vzorca smo dali v papirnate vrečke, jih zračno 
posušili, ter uporabili za nadaljnje kemijske analize. Drugi del homogeniziranega vzorca 
smo dali v krioepruvete, jih postavili na suhi led do zaključka vzorčenja, ter nato shranili 
na -20°C do uporabe za molekularne analize. Tretji del vzorca pa smo uporabili za 
določanje deleža suhe snovi oziroma vlažnosti tal. 
 
Za vzorčenje rastlinske biomase (v 40 loncih) smo porezali rastline od višine 5 cm od tal, 
jih dali v papirnate vrečke, ter stehtali. Vzorce svežih rastlin smo liofilizirali in zmleli v 
kavnem mlinčku, ter shranili v plastičnih posodicah do analize vsebnosti kovin.  
 
3.3 LABORATORIJSKE METODE 
 
3.3.1 Standardna pedološka analiza 
 
3.3.1.1 Suha snov tal 
 
Suho snov v tleh (% SS) smo določali v talnih vzorcih novemberskega vzorčenja. Vzorce 
tal smo zatehtali v steklene epruvete, ter jih sušili na 105°C do konstantne teže tal (ISO 
11465, 1993). Po sušenju smo vzorce tal ponovno stehtali, ter na podlagi masnega 
količnika med vlažnimi in suhimi vzorci izračunali odstotek suhe snovi v tleh.  
 
3.3.1.2 pH tal 
 
pH tal smo določili na podlagi standarda ISO 10390 (2005), z elektrometrično meritvijo 
aktivnosti H+ ionov v suspenziji tal z raztopino 0,01 M kalcijevega klorida (CaCl2) v 
volumskem razmerju tla:CaCl2 = 1:2,5. 
 
3.3.1.3 Delež skupnega N v talnih vzorcih 
 
Skupni dušik smo določali po metodi v skladu s standardom ISO 10694 (1996) in ISO 
13878 (1987). Izmerili smo ga z aparatom Vario MAX CNS (Elementar, Nemčija). Aparat 
deluje na principu suhega sežiga vzorca tal (900°C).  
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3.3.1.4 Organski C in orgnanska snov v tleh 
 
Organski ogljik (Corg) smo določili po modificirani metodi mokre oksidacije Walkley – 
Black (ISO 14235, 1999), ki temelji na spontani oksidaciji organske snovi v raztopini 
kromove in žveplove kisline ob dodatku kalijevega bikromata (oksidacijsko sredstvo). 
Nato smo glede na količino nastalega kromovega sulfata izračunali vsebnost organskega 
ogljika v tleh.  
 
Delež organske snovi smo izračunali kot količnik izmerjenega organskega ogljika v talnih 
vzorcih in deleža ogljika v organski snovi (58 %).  
 
          % organske snovi =  % Corg / 0,58                                                                        … (1) 
 
3.3.1.5 C/N razmerje 
 
Razmerje ogljika in dušika v vzorcih tal smo izračunali kot količnik odstotka izmerjenega  
organskega ogljika in skupnega dušika v talnih vzorcih. 
 
3.3.1.6 Karbonati 
 
Vsebnosti karbonatov v talnih vzorcih smo določili z volumetričnim postopkom (SIST ISO 
10693, 1995), kjer s Scheiblerjevim aparatom izmerimo volumen nastalega CO2, ki se 
sprošča med reakcijo karbonatov s HCl.  
  
3.3.1.7 Topne oblike ogljika in dušika 
 
Topne oblike ogljika (DOC) in dušika (DON), ter nitratnega (NO3-N) in amonijevega 
dušika (NH4-N) smo določali z ekstrakcijo talnih vzorcev z 0,01 M raztopino CaCl2, v 
razmerju tla(masa):CaCl2(volumen) = 1:10. V 50 mL centrifugirke smo zatehtali 1 g 
zračno suhega vzorca tal, ter vzorec prelili z 10 mL pripravljene 0,01 M raztopine CaCl2. 
Centrifugirke smo 2 uri stresali na stresalniku pri hitrosti 120 obratov/min. Po končanem 
stresanju smo centrifugirali 5 min na 4500 obratih/min. Supernatant smo odpipetirali v 
plastične epruvete in shranili v skrinji na 4°C do analize. Vrednosti DOC in DON smo 
izmerili z uporabo analizatorja Vario TOC cube (Elementar), vrednosti NO3-N in NH4-N 
pa z aparatom Gallary Automated Photometric Analyzer (Thermo Scientific, ZDA).  
 
3.3.1.8 Rastlinam dostopna K in P 
 
Vsebnosti rastlinam dostopnega kalija (K2O) in fosforja (P2O5) smo določali z ekstrakcijo z 
amon-laktat raztopino, po metodi določeni s standardom ӦNORM L 1087 (1993). 
Vsebnosti fosforja smo določili z uporabo aparata Gallary Automated Photometric 
Analyzer (Thermo Scientific, ZDA), vsebnosti kalija pa z atomsko absorpcjsko 
spektrometrijo (AAS, Varian AA240FS). 
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3.3.1.9 Skupna izmenljiva kislost tal (H) 
 
Skupne izmenljivo kislo delujoče katione (H+) v tleh smo določili z ekstrakcijsko raztopino 
barijevega klorida (BaCl2) in trietanolamina pri pH 8,0 (Soil Survey …, 2004). 
 
3.3.1.10 Tekstura tal 
 
Teksturo tal smo določili po sedimentacijski pipetni metodi, v skladu s standardom ISO 
11277 (2009).  
 
3.3.1.11 Vodno zadrževalne lastnosti tal 
 
Vodno zadrževalne lastnosti originalnih in remediiranih vzorcev tal z začetka poskusa, smo 
določili z uporabo visokotlačne komore s tlačno membrano, ki omogoča iztiskanje vode pri 
izbranih tlakih med 0,05 in 15 barov. Vzorce tal smo stresli v obročke, ter jih namočili v 
deionizirani vodi do nasičenja. Tako pripravljene vzorce smo postavili v visokotlačno 
komoro, ki smo jo nastavili na 0,33 bara in 15 barov. V komori smo vzorce pustili vse 
dokler ni voda prenehala iztekati iz odtočnih cevk. Po končanem postopku smo vzorce 
stehtali, jih posušili pri 105°C do konstantne mase tal, ter ponovno stehtali. Iz razlike v 
masi smo izračunali masni odstotek vode pri matričnih potencialih -0,033 (pF = 2,48) in -
1,5 MPa (pF = 4,2). Prvi predstavlja poljsko kapaciteto tal (PK), torej voda (kapilarna in 
higroskopsko vezana), ki ostane v tleh, ko iz njih odteče vsa gravitacijska voda. Matrični 
potencial 15 bar pa predstavlja točko venenja (TV). To je tisti vodni potencial, pri katerem 
rastline zaradi pomanjkanja vode trajno uvenijo, saj se voda takrat nahaja v najmanjših 
porah in tako nedostopna rastlinam. Iz razlike med PK in TV smo izračunali rastlinam 
dostopno vodo. Postopek smo izvedli po modificirani metodi standarda ISO 11274 (1998). 
 
3.3.2 Sekvenčna ekstrakcija Pb, Cd in Zn v tleh 
 
Frakcionacijo Pb, Cd in Zn v originalnih in remediiranih vzorcih tal smo določali z 
modificirano Tessierjevo metodo sekvenčnih ekstrakcij (Leštan in sod., 2003). Gre za 
metodo šestih zaporednih ekstrakcij, kjer z uporabo različnih ekstrakcijskih raztopin 
spremenimo pogoje ekstrakcije, ter s tem omogočimo ekstrakcijo kovin iz različnih talnih 
frakcij: vodotopne (I), izmenljive (II), karbonatne (III), Fe- in Mn-oksidne (IV), organske 
(V) in rezidualne (VI) (preglednica 1). Kovine, ki so biodostopne za privzem s strani 
rastlin, so prisotne v prvih dveh frakcijah, preostale frakcije pa predstavljajo koncentracije 
kovin, ki so biološko nedosegljive (Kabata Pendias in Pendias, 2000).  
 
V preglednici 1 je prikazan postopek šeststopenjske sekvenčne ekstrakcije, vključno z 
uporabljenimi reagenti ter pogoji ekstrakcije. Po vsaki stopnji ekstrakcije smo vzorce 30 
minut centrifugirali na 4500 obratih/min, supernatant odlili v epruvete, ter ga shranili v 
hladilniku do analize vsebnosti kovin. Ostanku po vsaki stopnji smo dodali 8 ml 
deionizirane H2O, stresali 10 min, ter 30 min centrifugirali. Supernatant smo odlili, ostanek 
pa uporabili v naslednji stopnji ekstrakcije. Kontrolo meritev smo zagotavljali s 
standardnim referenčnim materialom in slepimi vzorci.  
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Preglednica 1: Postopek šeststopenjske sekvenčne ekstrakcije (Tessier in sod., 1979) 
Talna frakcija Ekstrakcijska raztopina Pogoji 
(I) Vodotopna 10 mL deionizirane H2O 20°C, 1 h stresanje, 30 min centrifuga 
(II) Izmenljiva 10 mL 1 M Mg(NO3)2 x 6H20 20°C, 2 h stresanje, 30 min centrifuga 
(III) Karbonatna  10 mL 1 M NH4OAc (pH 5) 20°C, 5 h stresanje, 30 min centrifuga 
(IV) Fe- in Mn- oksidna 20 mL 0,1 M NH4OH x HCl (pH 2) 20°C, 12 h stresanje, 30 min centrifuga 
(V) Organska 3 mL 0,02 M HNO3 + 5 mL 30 % 
H2O2 + 15 mL 1 M NH4OAc 
80°C, 3 h segrevanje, 30 min stresanje, 
30 min centrifuga 
(VI) Rezidualna 7 mL 65 % HNO3 + 21 mL 37 % HCl  2 h, segrevanje 
 
Vsebnosti kovin, ki so se izločile iz posamezne talne frakcije, smo določali z atomsko 
absorpcjsko spektrometrijo (AAS, Varian AA240FS). Meje določljivosti (LOQ) za 
Pb/Cd/Zn so znašale 0,1/0,02/0,01 mg l-1. Iz razmerja med vsoto posamezne kovine v 
posameznih frakcijah in skupno vsebnostjo posamezne kovine v tleh, smo izračunali 
izkoristek (%), ki nam pove kakšna je bila učinkovitost ekstrakcijskega postopka. 
Izračunali smo tudi učinkovitost (%) metode remediacije z EDTA tako, da smo skupno 
vsebnost kovine v remediiranih tleh delili z skupno vsebnostjo kovine v onesnaženih tleh. 
Vsebnost kovine, ki je bila v vzorcu izmerjena pod mejo določljivosti, nismo upoštevali v 
izračunu, zaradi česar smo ponekod dobili manjši izkoristek. 
 
Skupna vsebnost Pb, Cd in Zn v vzorcih je bila določena v laboratoriju v Kanadi (Bureau 
Veritas Mineral laboratories, Canada), po modificirani metodi z razklopom z zlatotopko 
(1:1:1 HNO3:HCl:H2O) in pomerjena z mastnim spektrometrom z induktivno sklopljeno 
plazmo (ICP-ES/MS). Rezultati so podani v mg/kg zračno suhih tal.  
 
3.3.3 Ekstrakcija Pb, Cd in Zn z raztopino CaCl2 
 
Biodostopnost oz. biodosegljivo vsebnost Pb, Cd in Zn v tleh smo določali z metodo 
ekstrakcije z raztopino 0,01 M CaCl2. V 50 ml centrifugirke smo zatehtali 1 g zračno 
suhega vzorca tal, ter vzorec prelili z 10 ml pripravljene 0,01 M raztopine CaCl2. 
Centrifugirke smo 2 uri stresali na stresalniku pri hitrosti 120 obratov/min. Po končanem 
stresanju smo centrifugirali 5 min na 4500 obratih/min. Supernatant smo odpipetirali v 
plastične epruvete in shranili v skrinji na 4°C do analize koncentracij kovin (Pb, Cd in Zn) 
z atomskim absorpcijskim spektrometrom (AAS, Varian AA240FS). Rezultati so podani v 
mg/kg zračno suhih tal. 
 
3.3.4 Vsebnosti Pb, Cd in Zn v rastlinah 
 
Rastlinsko biomaso, ki smo jo povzorčili v novembru 2016, smo liofilizirali in zmleli na 
kavnem mlinčku. V majhne posodice smo dali po 1 g zmletega vzorca, ter vzorce odposlali 
na analizo kovin v Kanado (Bureau Veritas, Mineral laboratories, Canada), kjer je bila 
vsebnost Pb, Cd in Zn določena po razklopu z zlatotopko in pomerjena z 
masnim spektrometrom z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS). Rezultati so podani v 
mg/kg suhih rastlin. 
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3.3.5 Molekularne analize tal 
 
3.3.5.1 Izolacija DNA iz vzorcev tal 
 
DNA iz talnih vzorcev (nov 2016) smo ekstrahirali z uporabo komercialno dostopnega kita 
PowerSoil DNA Isolation Kit (MoBIO Laboratories, USA). Izolacijo smo izvedli po 
navodilih proizvajalca. DNA ekstrakte smo po končani izolaciji shranili na -20°C do 
uporabe.   
 
3.3.5.2 Merjenje koncentracije in integritete DNA vzorcev 
 
Koncentracije izolirane DNA smo določali spektrofotometrično na inštrumentu NanoDrop 
2000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo scientific, ZDA). Meritev poteka na podlagi 
absorbance vzorca pri valovni dolžini 260 nm (A260), 280 nm (A280) in 230 nm (A230). 
Razmerje A260/A280 in A260/A230 nam pove, kakšna je čistost DNA vzorca, torej ali so v 
vzorcu prisotne nečistoče – beljakovine in organska topila. Optimalno razmerje A260/A280 
je 1,8-2,0, razmerje A260/A230 pa 2,0-2,2. 
 
3.3.5.3 Kvantitativni PCR v realnem času (qPCR) 
 
Z uporabo kvantitativnega PCR (qPCR) smo določali številčnost mikrobne združbe 
bakterij, arhej in glive ter mikrobnih združb N-cikla. Ta metoda omogoča spremljanje 
količine nastalega PCR produkta prek intenzitete fluorescentnega signala SYBR Green 
barvila, izmerjenega na aparaturi za qPCR ABI 7500 fast. Na ta način lahko dobimo zelo 
natančne meritve o količini vstopne DNA našega vzorca.  
 
Velikost celotne bakterijske, arhejske in glivne združbe smo določili z uporabo 
univerzalnih 16S rRNA in ITS molekularnih markerjev. Mikrobne združbe N-cikla smo 
določili preko genov, ki kodirajo katalitično podenoto ključnih encimov fiksacije (nifH), 
nitrifikacije (arhejski in bakterijski amoA gen) in denitrifikacije (nirK, nirS, nosZI in 
nosZII). Vse DNA vzorce smo redčili z DEPC vodo na 1 ng/µl. Za redčitev potreben 
volumen DNA in vode smo izračunali glede na izmerjeno koncentracijo matrične DNA v 
vzorcu. Redčitve vzorcev smo pripravili v stripih, ter jih do uporabe hranili na -20°C. 
Začetne oligonukleotide za arhejski (AOA) in bakterijski amoA gen (AOB), glivni ITS, 
bakterijski in krenarhejski 16S rRNA smo pred uporabo razredčili na 10 µM, primerje za 
nifH, nirK, nirS, nosZI, nosZII pa na 20 µM. Sekvence primerjev za qPCR reakcijo so 
prikazane v preglednici 2. 
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Preglednica 2: Zaporedja oligonukleotidnih začetnikov za qPCR reakcijo 
Tarčni gen Pari začetnih 
oligonukleotidov 
Zaporedje Referenca  
Bakteriijski 
16S rRNA  
341F CCTACGGGAGGCAGCAG Muyzer in sod., 1993 
534R ATTACCGCGGCTGCTGGCA  
Krenarhejski 
16S rRNA 
Crenar771F ACGGTGAGGGATGAAAGCT Ochsenreiter in sod., 
2003 
Crenar975R CGGCGTTGACTCCAATTG  
Glivni ITS ITS 3F GCATCGATGAAGAACGCAGC White in sod., 1990 
ITS 4R TCCTCCGCTTATTGATATGC  
amoA 
(bakterije) 
AmoA1F GGGGTTTCTACTGGTGGT Rotthauwe in sod. 1997 
AmoA2R CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC  
amoA 
(krenarheje) 
crenamoA23F ATGGTCTGGCTWAGACG Tourna in sod., 2008 
crenamoA616R GCCATCCATCTGTATGTCCA  
nirK nirK 876F ATYGGCGGVCAYGGCGA Henry in sod., 2004 
 nirK 1040R GCCTCGATCAGRTTRTGGTT  
nirS nirD4QF GTSAACGYSAAGGARACSGG Throbäck in sod., 2004 
 nirS6QR GASTTCGGRTGSGTCTTSAYGAA  
nosZI nosZ 1840F CGCRACGGCAASAAGGTSMSSGT Henry in sod., 2006 
 nosZ 2090R CAKRTGCAKSGCRTGGCAGAA  
nosZII 1153 nosZ 8F CTIGGICCIYTKCAYAC Jones in sod., 2013 
 1888 nosZ 29R GCIGAICARAAITCBGTRC  
nifH nifH-F AAAGGYGGWATCGGYAARTCCAC
CAC 
Rӧsch in sod., 2002 
 nifH-R TTGTTSGCSGCRTACATSGCCATCA
T 
 
 
Pripravili smo si osnovno mešanico in redčitev plazmidnega standarda. Osnovna mešanica 
za 1 vzorec je vseboval 1,5 µl 10 µM (za AOA in AOB amoA, glivni ITS, bakterijski in 
arhejski 16S rRNA) oziroma 20 µM (za nifH, nirK, nirS, nosZI, nosZII) para začetnih 
oligonukleotidov, 7,5 µL mešanice Absolute QPCR SYBR Green Rox (blue) (Thermo 
Scientific), 0,5 µL bakteriofaga T4gp32 (500 ng/µl) (MP Biomedicals, ZDA) in 2 µl ultra 
čiste vode. Uporabili smo standarde z znanim številom kopij, pridobljene iz 
transformiranih celic E.coli seva JM109 z vstavljenim plazmidom PGEM-T (Promega) z 
želenim insertom (preglednica 2). Za posamezen plazmidni standard smo si najprej 
pripravili 100x redčitev, ter nato glede na število kopij standarda pripravili standard s 
koncentracijo 0,5×108 kopij/µl. Tik pred uporabo smo v stripih pripravili serijo z 10-
kratnimi redčitvami posameznega plazmidnega standarda od 102 do 107 kopij/µl.   
 
Vse reagente smo pred uporabo narahlo premešali z vrtinčenjem (razen T4, tega smo le 
rahlo podrgnili z roko) in centrifugirali. Pol ure pred nanašanjem vzorcev na optično 
ploščo, smo vzorce vzeli iz skrinje, ter jih prav tako premešali z vrtinčenjem in 
centrifugirali.  
 
Na optično ploščo (Applied Biosystem) smo nanesli vzorce, standarde ter negativno 
kontrolo (voda), jim dodali osnovno mešanico in na kratko premešali z vrtinčenjem in 
centrifugirali. V vsako vdolbinico na plošči smo nanesli 2 µl matrične DNA s 
koncentracijo 1 ng/µl in 13 µl osnovne mešanice, tako da je bil skupni volumen reakcijske 
mešanice 15 µl. Reakcijska mešanica za standard je bila enaka. Znotraj plošče smo naredili 
dve tehnični ponovitvi vzorcev, standardov s poznanim številom kopij in negativne 
kontrole. qPCR pogoji so prikazani v preglednici 3. Optično ploščo smo vstavili v aparat 
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ABI 7500 fast. V programu smo nastavili parametre reakcije, ter posameznim vdolbinicam 
na plošči dodelili tarčno DNA ter poznane faktorje redčitve standarda. Le ti služijo za 
standardno (umeritveno) krivuljo, na podlagi katere je bilo določeno število kopij tarčne 
DNA v vzorcih. Po koncu qPCR reakcije smo preverili standardno krivuljo, ter v primeru 
slabše učinkovitosti (manjše od 90 %) izpustili tiste ponovitve standarda, ki so najbolj 
izstopale. Po spodnji enačbi smo preračunali število kopij gena na gram suhih tal: 
 
Število kopij/g suhih tal =        ... (2) 
 
Preglednica 3: Temperaturni profil za qPCR  
 
3.4 STATISTIČNA ANALIZA 
 
Podatke smo uredili v MS Excel (Microsoft Office Professional Plus 2016) in jih 
statistično obdelali v programu R (R core Team, 2018). V Excel programu smo izračunali 
povprečja in standardne napake štirih ponovitev za vsa obravnavanja, ter grafično prikazali 
podatke o biodostopni koncentraciji PTK v tleh ter talni mikrobni biomasi. Podatke o 
porazdelitvi PTK med posameznimi talnimi frakcijami in biodostopni vsebnosti PTK v tleh 
smo analizirali kot dvo-faktorsko zasnovan poskus s štirimi ponovitvami, kjer prvi faktor 
predstavlja remediacijo (da/ne) in drugi lokacijo (AT, SLO, KONT). Podatki o vsebnostih 
PTK v rastlinah so bili analizirani kot tro-faktorsko zasnovan poskus, s faktorji 
remediacija, lokacija ter dodan inokulum (da/ne). Podatke o mikrobni biomasi, splošni 
mikrobni združbi v tleh in mikrobni združbi N cikla smo prav tako analizirali kot tro-
faktorsko zasnovan poskus v štirih ponovitvah, v katerem prvi faktor predstavlja 
remediacijo (originalna, remediirana tla), drugi rastlino (da/ne) in tretji dodan inokulum 
(da/ne). Pri analizi slednjih nas je zanimal vpliv posameznih faktorjev in njihove 
interakcije na parametre znotraj iste lokacije, zato smo izvedli tri tro-faktorske analize, 
vsako znotraj ene lokacije (AT/SLO/KONT). Posamezne vplive remediacije, rastline in 
inokuluma ter njihove interakcije, smo ugotavljali z uporabo enosmerne analize variance 
(ANOVA) v programu R. V prisotnosti značilne interakcije smo za analizo razlik med 
povprečji izvedli Duncanov test. Za prikaz statistično značilnih razlik (p<0,05) med 
obravnavanji smo uporabili različne majhne črke.  
Bakterijska 16S 
rRNA  
Krenarhejska 16S rRNA, 
Glivna ITS, amoA AOA, 
amoA AOB,  nifH 
nosZI, nosZII nirK, nirS 
95°C  10 
min 
1 cikel 95°C  10 min 1 cikel 95°C  10 
min 
1 cikel 95°C  10 
min 
1 cikel 
95°C  15 s 35 
ciklov 
95°C  15 s 40 ciklov 95°C  15 s 40 
ciklov 
95°C  15 s 6 ciklov 
60°C  30 s 55°C  30 s 54°C  30 s 63°C  30 s 
72°C  30 s 72°C  30 s 72°C  30 s 72°C  30 s 
80°C  15 s 80°C  15 s 80°C  15 s 80°C  15 s 
95°C  15 s 1 cikel 95°C  15 s 1 cikel 95°C  15 s 1 cikel 95°C  15 s 35 ciklov 
78°C  60 s 78°C  60 s 78°C  60 s 58°C  30 s 
95°C  15 s 95°C  15 s 95°C  15 s 72°C  30 s 
      80°C  15 s 
      95°C  15 s 1 cikel 
      78°C  60 s 
      95°C  15 s 
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4 REZULTATI 
 
V nalogi smo preučili vpliv remediacije tal z EDTA na številčnost splošnih mikrobnih 
združb bakterij, arhej in gliv ter mikrobnih združb N cikla. Ker so mikrobi v tleh odvisni 
od številnih talnih lastnosti, na katere vpliva tudi postopek remediacije, smo pred 
postavitvijo ločnega poskusa določili vse pomembnejše pedološke lastnosti ter skupno 
vsebnost Pb, Cd in Zn in njihovo dostopnost v tleh, določeno s sekvenčno ekstrakcijo 
(porazdelitev kovin med talnimi frakcijami) in ekstrakcijo s CaCl2. V nalogi smo, poleg 
vpliva različnih tal na številčnost mikrobnih združb po remediaciji, preučili tudi vpliv 
prisotnosti rastline (Lolium perenne) in dodanega inokuluma rizosfernih tal. Tla za 
molekularne analize ter analizo rastlin smo vzorčili jeseni 2016, štiri mesece od postavitve 
poskusa.  
 
V nalogi uporabljamo za osnovna obravnavanja okrajšave prikazane v preglednici 4. 
Okrajšave za prisotnost rastlin v obravnavanju v nadaljevanju označujemo z R, za dodan 
inokulum je oznaka I.  
 
Preglednica 4: Seznam okrajšav osnovnih obravnavanj v poskusu 
Obravnavanje  Lokacija  
AT orig Avstrija, Arnoldstein Originalna 
AT rem Avstrija, Arnoldstein Remediirana 
SLO orig Slovenija, Mežiška dolina Originalna 
SLO rem Slovenija, Mežiška dolina Remediirana 
KONT orig Kontrolna tla, Savlje Originalna 
KONT rem Kontrolna tla, Savlje Remediirana 
 
4.1 OSNOVNE PEDOLOŠKE LASTNOSTI ORIGINALNIH IN REMEDIIRANIH TAL 
 
V raziskavi smo uprabili dolgoletna s Pb, Cd in Zn onesnažena tla (Mežiška dolina, 
Arnoldstein), ki se med seboj bistveno razlikujejo v pH, ter kontrolna neonesnažena tla 
(okolica Savelj), ki so glede na pH podobna tlem iz Mežiške doline (preglednica 5, 6, 7). 
Največjo razliko v lastnostih tal med originalnimi tlemi smo opazili še v vsebnostih 
organske snovi ter rastlinam dostopnih hranil. SLO orig tla so nevtralna do zmerno alkalna, 
AT orig tla so kisla do zmerno kisla, ter KONT orig tla zmerno alkalna. SLO orig tla 
vsebujejo največji odstotek organske snovi, ter so ekstremno založena s P2O5 in K2O, 
medtem ko so AT orig tla siromašna s P2O5 in srednje preskrbljena s K2O. Remediacija tal 
z EDTA je vplivala na nekatere pedološke lastnosti, zlasti teksturo, pH in vsebnost 
organske snovi v tleh.  
 
4.1.1 Fizikalne lastnosti tal 
 
Tekstura tal se med obravnavanji razlikuje (preglednica 5). Avstrijska (AT), Mežiška 
(SLO) in kontrolna (KONT) originalna tla so teksturno lažja (ilovnata in peščeno ilovnata) 
kot remediirana. V primerjavi z originalnimi tlemi, remediirana tla vsebujejo manjši delež 
peska ter večji delež skupnega melja in gline.  
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Preglednica 5: Tekstura originalnih in remediiranih tal  
 
Delež zadržane vode pri vodnem potencialu -0,33 bar (PK) in -15 bar (TV) se je po 
remediaciji tal značilno zmanjšal le v obravnavanju s SLO tlemi, medtem ko se je v 
KONT rem tleh vsebnost vode pri vodnem potencialu -15 bar značilno povečala 
(preglednica 6). Tako se je rastlinam dostopna voda (EPK) v SLO rem in KONT rem tleh 
nekoliko zmanjšala.  
 
Preglednica 6: Vodno-zadrževalne lastnosti (w %) originalnih in remediiranih tal. Rezultati so prikazani kot 
povprečje treh ponovitev ± standardna napaka. Majhne črke označujejo statistično značilne razlike v deležih 
zadržane vode pri PK ali TV med obravnavanji (Duncan test, p<0,05) 
PK = poljska kapaciteta, TV = točka venenja, EPK = efektivna poljska kapaciteta ali rastlinam dostopna voda 
 
4.1.2 Kemijske lastnosti tal 
 
Kemijske lastnosti tal so se glede na lokacijo (AT, SLO, KONT) najbolj razlikovale v pH 
in vsebnosti organske snovi v tleh (preglednica 7). Originalna tla vseh treh lokacij imajo v 
primerjavi z remediiranimi tlemi nižji pH, najnižji v AT orig (pH 5). Remediacija tal je 
povzročila dvig pH v talnih vzorcih iz vseh lokacij. Najbolj izrazita sprememba pH je 
opazna pri AT tleh, kjer se je pH povišal iz kislega v zmerno kislo območje (iz 5,0 na 6,2). 
Prav tako so SLO orig tla vsebovala bistveno večji delež prostih karbonatov kakor AT orig 
tla, ki se je po remediaciji še nekoliko povečal. 
 
SLO orig tla so med vsemi obravnavanji vsebovala največ organske snovi (11,4 %). 
AT rem in KONT rem tla se glede na delež organske snovi v tleh niso bistveno razlikovala 
od originalnih tal, medtem ko se je vsebnost organske snovi po remediaciji SLO orig tal 
zmanjšala iz 11,4 % na 7 %. Prav tako smo v remediiranih tleh, glede na originalna tla, 
določili večjo vsebnost rastlinam dostopnega P in K ter mineralnih oblik dušika NO3-N in 
NH4-N (Nmin). Med vsemi tlemi so bila SLO tla najbolje, celo čezmerno, založena s P2O5 
in K2O. Skupna izmenljiva kislost (H) je bila v remediiranih tleh vseh obravnavanj nižja v 
primerjavi z vrednostjo v talnih vzorcih originalnih tal.  
 
 
 
Obravnavanje  Pesek (%) Melj grobi 
(%) 
Melj fini 
(%) 
Melj skupni 
(%) 
Glina (%) Tekstura 
AT orig 43,7 14,6 30,3 44,9 11,4 I 
AT rem 34,5 15,7 34,9 50,6 14,9 MI 
SLO orig 57,5 17,6 19,1 36,7 5,8 PI 
SLO rem 40,1 20,9 31,7 52,6 7,3 MI 
KONT orig 46,1 18,3 26,4 44,7 9,2 I 
KONT rem 38,1 20,4 29,6 50,0 11,9 MI 
Obravnavanje           PK (w %)            TV (w %) EPK (w %) 
AT orig c  24,8 ± 0,4 d 11,7 ± 0,1 13,2 ± 0,5 
AT rem c  25,9 ± 0,2 cd  12,4 ± 0,3 13,5 ± 0,3 
SLO orig a  39,2 ± 0,6 a  18,6 ± 0,2 20,6 ± 0,4 
SLO rem b  33,4 ± 0,8 b  14,4 ± 0,5 19,0 ± 0,4 
KONT orig b  33,7 ± 0,4 d  11,6 ± 0,3 22,1 ± 0,2 
KONT rem b  32,6 ± 0,2 c  13,1 ± 0,4 19,5 ± 0,3 
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Preglednica 7: Kemijske lastnosti originalnih in remediiranih tal 
 
4.2 SKUPNA VSEBNOST IN DOSTOPNOST Pb, Cd in Zn  
 
Remediacija originalnih tal z EDTA je učinkovito zmanjšala skupno vsebnost kovin v tleh 
(preglednica 8), vplivala na porazdelitev kovin ter s tem na njihovo dostopnost in sprejem 
v rastline (preglednici 9, 10; slika 4). 
 
4.2.1 Skupna vsebnost Pb, Cd in Zn v tleh  
 
Tla, ki smo jih uporabili v naši raziskavi, se med seboj razlikujejo po skupni vsebnosti 
kovin (preglednica 8). Največje vsebnosti Pb, Cd in Zn so vsebovala SLO orig tla in sicer 
1029,7 mg Pb kg-1, 7,3 mg Cd kg-1 in 699 mg Zn kg-1.   
 
Remediacija tal z EDTA je izrazito zmanjšala skupno vsebnost Pb, Cd in Zn. Največja 
učinkovitost je bila dosežena v AT tleh, kjer je bilo z remediacijo odstranjenega 73 % Pb, 
76 % Cd in 44 % Zn. Manjši odstotek odstranitve kovin je bil dosežen v SLO tleh, in sicer 
56 % Pb, 49 % Cd in od 29 % Zn. V KONT tleh je bil z remediacijo odstranjen največji 
delež Cd (50 %) in precej manj Pb (18 %) in Zn (3 %).  
 
Preglednica 8: Skupne koncentracije Pb, Cd in Zn (mg kg-1) v tleh 
Obravnavanje  Pb (mg kg-1) Cd (mg kg-1) Zn (mg kg-1) 
AT orig 799,8 5,4 437 
AT rem 216,2 1,3 243 
SLO orig 1029,7 7,3 699 
SLO rem 451,9 3,7 493 
KONT orig 29,9 0,4 64 
KONT rem 24,6 0,2 62 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lastnost tal AT orig AT rem SLO orig SLO rem KONT orig KONT rem 
pH 5,0 6,2 6,9 7,3 7,4 7,7 
Organska snov (%) 5,2 4,9 11,4 7,0 4,9 4,7 
Corg 3,0 2,8 6,6 4,1 2,8 2,7 
Karbonati (%) 0,4 0,4 30,5 34,6 31,8 28,5 
Nskupni [%] 0,24 0,23 0,49 0,40 0,24 0,25 
C/N 13 12 14 10 12 11 
Nmin 2,09 10,79 5,53 10,63 6,92 6,29 
P2O5 [mg/100g] 2,6 8,5 185,5 192,4 2,1 2,1 
K2O [mg/100g] 10,9 23,1 42,2 26,3 4,4 3,4 
H [mmolc/100g] 11,55 7,4 5,3 3,0 1,0 0,2 
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4.2.2 Dostopnost Pb, Cd in Zn v tleh 
 
4.2.2.1 Porazdelitev Pb, Cd in Zn med talnimi frakcijami 
 
V AT in SLO tleh je remediacija značilno vplivala na povprečno vsebnost Pb, Cd in Zn po 
posameznih talnih frakcijah, medtem ko v KONT tleh značilnih razlik med originalnimi in 
remediiranimi tlemi nismo zaznali (preglednica 9).  
 
V originalnih tleh prevladuje Pb vezan na organsko snov (preglednica 9, Priloga A). 
Največji delež Pb je vezanega na organsko snov v SLO orig tleh in sicer 73,5 %, sledijo 
KONT orig tla s 62,6 % ter AT orig s 35,7 %, glede na skupno vsebnost Pb v tleh. V 
AT orig tleh je prav tako velik delež Pb vezanega na Fe in Mn-okside ter karbonate, nekaj 
Pb pa je izmenljivo vezanega na talne koloide. V primerjavi z AT orig tlemi je v rezidualni 
frakciji SLO orig tal prisoten večji delež Pb. Pb v izmenljivi frakciji SLO orig tal nismo 
zaznali. V KONT orig tleh se je Pb nahajal vezan na organsko snov, sledil je Pb v 
rezidualni frakciji in vezan na karbonate.  
 
V primerjavi z originalnimi tlemi se je v AT rem in SLO rem tleh zmanjšala vsebnost Pb v 
vseh talnih frakcijah, razen v vodotopni frakciji (I), kjer se je le ta povečala (nad LOQ). 
Vsebnost Pb v rezidualni frakciji se je značilno zmanjšala le v SLO rem tleh.  
 
Vsebnost Cd je bila v SLO orig tleh največja v organski in karbonatni frakciji, v AT orig 
tleh pa je Cd prevladoval v izmenljivi frakciji (preglednica 9, Priloga A). Po remediaciji se 
je vsebnost Cd v vodotopni frakciji povečala, v vseh ostalih frakcijah pa značilno 
zmanjšala. V rezidualni frakciji talnih vzorcev vseh treh lokacij, vsebnosti Cd nad LOQ   
(< 0,02 mg Cd kg-1) nismo zaznali. Prav tako vsebnosti Cd nad LOQ nismo zaznali v 
nobeni frakciji KONT orig in KONT rem tal.  
 
Največjo vsebnost Zn smo v vseh treh originalnih tleh zabeležili v rezidualni frakciji 
(preglednica 9, Priloga A). V AT orig tleh sledi Zn v izmenljivi frakciji, v SLO orig tleh pa 
Zn v organski frakciji. Z remediacijo se je statistično značilno povečala vsebnost topnega 
Zn v talni raztopini SLO orig tal, uspešno pa zmanjšala vsebnost Zn v ostalih frakcijah. 
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Preglednica 9: Porazdelitev Pb, Cd in Zn med posameznimi talnimi frakcijami v originalnih (orig) in remediiranih (rem) AT, SLO in KONT tleh. Ocena 
porazdelitve je dobljena z metodo sekvenčnih ekstrakcij (Tessier in sod., 1979). Rezultati so prikazani kot povprečje treh ponovitev ± standardna napaka. Majhne 
črke označujejo statistično značilne razlike med koncentracijami iste kovine v posamezni frakciji v orig in rem tleh (Duncan test, p<0,05) 
 
 Talna frakcija 
Vzorec tal I) Vodotopna II) Izmenljiva III) Karbonatna IV) Fe- in Mn-oksidna V) Organska VI) Rezidualna 
Pb (mg kg-1)             
AT orig LOQ  36,9 ± 0,9 b 176,9 ± 9,9 a 224,6 ± 7,8 b 285,7 ± 7,5 c 31,6 ± 1,1 
AT rem a 4,28 ± 0,03 LOQ d 26,3 ± 1,8 b 33,7 ± 2,6 c 116,5 ± 4,9 c 21,9 ± 1,3 
SLO orig LOQ LOQ a 241,5 ±  4,6 c 2,37 ±  0,02 a 756,4 ±   19,6 a 130,8 ±  5,6 
SLO rem b 2,52 ±    0,10 LOQ c 73,4 ± 2,4 LOQ b 315,3 ±   9,5 b 87,6 ±  4,9 
KONT orig LOQ LOQ e 1,85 ±  0,05 LOQ d 18,7 ±   0,5 d 9,9 ±  2,2 
KONT rem LOQ LOQ e 1,27 ±  0,22 LOQ d 14,5 ±   0,3 d 7,8 ±  1,0 
Cd (mg kg-1)                       
AT orig LOQ a 2,08 ± 0,05 b 0,98 ± 0,01 a 0,71 ± 0,03 c 0,45 ± 0,01 LOQ 
AT rem a 0,26 ± 0,06 LOQ LOQ LOQ d 0,30 ± 0,00 LOQ 
SLO orig ab 0,13 ±   0,13 b 0,23 ±  0,01 a 3,08 ±  0,05 b 0,47 ±  0,02 a 2,58 ±   0,11 LOQ 
SLO rem a 0,34 ±  0,12 LOQ c 0,82 ±  0,02 LOQ b 1,42 ±   0,01 LOQ 
KONT orig LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ 
KONT rem LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ 
Zn (mg kg-1)                       
AT orig a 2,35 ± 0,05 a 92,9 ± 1,8 c 26,1 ± 0,5 a 44,6 ± 1,1 c 69,6 ± 0,8 c 217,3 ±   4,1 
AT rem b 1,78 ± 0,03 c 14,8 ± 0,1 d 7,1 ± 0,4 c 20,5 ± 0,1 d 43,6 ± 1,6 d 174,3 ±   3,5 
SLO orig c 0,63 ±     0,03 b 22,1 ±  0,2 a 112,2 ±  2,1 b 22,7 ± 0,5 a 233,5 ±  8,4 a 365,0 ±  12,5 
SLO rem a 2,34 ±     0,80 c 14,1 ±  0,1 b 35,5 ±  0,9 d 10,5 ±  0,1 b 151,6 ±  5,8 b 299,6 ±  19,5 
KONT orig LOQ c 12,6 ±  0,1 d 6,6 ±  0,3 e 6,8 ±  0,4 e 7,3 ±  0,2 e 62,3 ±   4,4 
KONT rem d 0,16 ±    0,04 c 12,7 ±  0,03 d 4,7 ±  0,2 e 7,3 ±  0,9 e 6,6 ±  0,2 e 71,5 ±   0,9 
Meje določljivost (LOQ) za Pb/Cd/Zn so znašale 0.1/0.02/0.01 mg l-1. 
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V Prilogi B je prikazana učinkovitost ekstrakcijskega postopka, ki je bila izračunana kot 
razmerje med vsoto Pb/Cd/Zn vseh talnih frakcij in skupno vsebnostjo kovine v tleh 
(izražen v %). Rezultati so v pričakovanem razponu izkoristkov (90 - 110 %). Večja 
odstopanja v slabem izkoristku Cd v remediiranih tleh in večjega izkoristka Zn v KONT 
tleh lahko pripišemo večji variabilnosti med vzorci in/ali relativno majhnim vsebnostim v 
tleh.  
 
4.2.2.2 Biodostopnost Pb, Cd in Zn v tleh 
 
Za oceno biodostopnostne vsebnosti Pb, Cd in Zn v originalnih in remediiranih tleh vseh 
treh lokacij (AT, SLO, KONT) smo uporabili ekstrakcijsko raztopino 0,01 M CaCl2. 
Rezultati so pokazali na značilen vpliv remediacije na biodostopno vsebnost kovin v talnih 
vzorcih SLO in AT tal (slika 4). V AT rem tleh (7,12 mg Pb kg-1) je bila povprečna 
vsebnost Pb za 4,2-krat večja kakor v AT orig tleh (1,68 mg Pb kg-1). Prav tako se je v 
SLO tleh vsebnost Pb po remediaciji povečala iz <1 mg kg-1 (originalna tla) na 4,39 mg  
kg-1 (remediirana tla). Statistično značilno se je v SLO tleh po remediaciji povečala tudi 
koncentracija biodostopnega Cd (iz <0,2 mg Cd kg-1 na 0,26 mg Cd kg-1) in Zn (iz <0,1 mg 
Zn kg-1 na 2,41 mg Zn kg-1). V ostalih obravnavanjih so se biodostopne koncentracije Cd 
in Zn zmanjšale. Rezultati so pokazali na precejšnji upad povprečne biodostopne 
koncentracije Zn v AT tleh po remediaciji, in sicer iz 32,89 mg Zn kg-1 na 1,56 mg Zn kg-1. 
V KONT tleh remediacija ni značilno vplivala na biodostopno vsebnost Pb, Cd in Zn, ki so 
bile zaznane pod LOQ. 
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Slika 4: Biodostopna koncentracija Pb, Cd in Zn (mg kg-1) v originalnih (orig) in remediiranih (rem) tleh, 
glede na lokacijo (AT, SLO, KONT). Rezultati so pridobljeni z ekstrakcijo s 0,01 M raztopino CaCl2 in 
prikazani kot povprečje štirih ponovitev in pripadajoče standardne napake 
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4.2.3 Sprejem Pb, Cd in Zn v rastline 
 
Primerjali smo povprečne vsebnosti Pb, Cd in Zn v rastlinah med različnimi obravnavanji 
glede na lokacijo (AT/SLO/KONT), remediacijo (originalna/remediirana tla) in dodanim 
inokulumom (da/ne). Lokacija in remediacija sta statistično značilno vplivali na vsebnosti 
preučevanih kovin v rastlinah (p<0,0001), medtem ko dodatek inokuluma ni imel 
značilnega vpliva (preglednica 10). Na maso rastlin je značilno vplivala le remediacija 
(p<0,0001).  
 
Remediacija je značilno zmanjšala vsebnost Pb, Cd in Zn v rastlinah le na AT tleh 
(preglednica 10). Največje vsebnosti vseh treh preučevanih kovin v rastlinah so bile 
izmerjene na AT orig + R (+I) tleh, in so bile tudi značilno večje kot na AT rem + R tleh, 
in sicer Pb za 10,6-krat, Cd za 15,2-krat in Zn za 6,2-krat. 
 
Masa rastlin (g) na AT rem + R je bila značilno večja kakor na AT orig + R. Značilnih 
razlik v masi rastline kot tudi vsebnosti vseh treh kovin v rastlini, med SLO orig + R in 
SLO rem + R ter KONT orig + R in KONT rem + R, ni bilo.  
 
Preglednica 10: Vsebnost Pb, Cd in Zn v rastlinah (R) na originalnih in remediiranih tleh s treh lokacij (AT, 
SLO, KONT), z inokulumom (+I) ali brez. Rezultati so prikazani kot povprečje štirih ponovitev ± standardna 
napaka. Majhne črke označujejo statistično značilne razlike med koncentracijami iste kovine pomerjene v 
rastlinskih vzorcih med obravnavanji (Duncan test, p<0,05) 
Obravnavanje Masa (g)       Pb (mg kg-1)         Cd (mg kg-1)        Zn (mg kg-1) 
AT orig + R  d 9,45 ± 0,22 a 22,63 ± 2,56 a 2,88 ± 0,12 a 340,23 ± 11,64 
AT orig + R + I d 11,25 ± 0,76 a 22,90 ± 0,79 a 3,08 ± 0,22 a 354,95 ± 23,09 
AT rem + R  a 25,10 ± 1,45 bc 2,14 ± 0,50 bcd 0,19 ± 0,03 bcd 54,83 ± 1,87 
AT rem + R + I ab 21,29 ± 1,71 bc 2,11 ± 1,20 bcd 0,12 ± 0,01 cd 41,28 ± 2,75 
SLO orig + R cd 13,81 ± 1,14 b 5,99 ± 2,18 b 0,31 ± 0,04 b 73,23 ± 5,02 
SLO orig + R + I d 10,12 ± 1,05 bc 4,28 ± 1,12 bc 0,29 ± 0,04 bc 68,85 ± 6,76 
SLO rem + R bc 17,21 ± 3,72 bc 4,51 ± 0,33 bcd 0,14 ± 0,01 bcd 48,78 ± 2,97 
SLO rem + R + I ab 21,17 ± 1,22 bc 3,20 ± 1,16 bcd 0,15 ± 0,02 bcd 49,05 ± 5,00 
KONT orig + R bc 17,05 ± 1,04 c 0,74 ± 0,12 cd 0,05 ± 0,00 bcd 52,80 ± 2,09 
KONT rem + R cd 13,93 ± 0,61 c 1,01 ± 0,36 d 0,03 ± 0,01 d 35,50 ± 1,96 
 
4.3 ŠTEVILČNOST MIKROBNIH ZDRUŽB V ORIGINALNIH IN REMEDIIRANIH 
TLEH V ODVISNOSTI OD PRISOTNOSTI RASTLINE IN INOKULUMA 
 
K molekularnim analizam smo dodali še spremljevalne analize zelo dinamičnih vsebnosti 
oblik C in N, zaradi njihovega potencialnega vpliva na mikrobne združbe in verjetnega 
vpliva prisotnosti rastline na vsebnosti DOC/DON v tleh.  
 
4.3.1 Topne oblike dušika in ogljika 
 
V preglednici 11 so prikazane vsebnosti topnega organskega ogljika (DOC), topnega 
organskega dušika (DON), NH4-N in NO3-N, v vzorcih onesnaženih in remediiranih tal iz 
treh različnih lokacij (AT/SLO/KONT), v obravnavanjih z in brez rastlin po štirih mesecih 
poteka poskusa.  
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Rastlina je značilno povečala vsebnosti DOC v vzorcih tal vseh treh lokacij (AT, SLO, 
KONT), tako v originalnih kot remediiranih tleh (preglednica 11). Največje vsebnosti 
DOC smo izmerili v KONT orig (neonesnaženih) tleh, ter AT orig in SLO orig 
(onesnaženih) tleh. Sama remediacija ni značilno vplivala na vsebosti DOC v tleh. Vendar 
pa so bile povprečne vsebnosti DOC v AT rem + R in KONT rem + R značilno večje v 
primerjavi z originalnimi tlemi brez rastlin.  
 
Povprečna vsebnost DON je bila v AT rem in SLO rem značilno manjša v primerjavi z 
originalnimi tlemi (preglednica 11). Rastlina je značilno vplivala na povprečne vsebnosti 
DON le v SLO orig + R tleh, v katerih je bila izmerjena tudi največja povprečna vsebnost     
(3,35 mg 100g-1 tal).  
 
Remediacija je značilno zmanjšala vsebnosti NH4-N v AT in KONT tleh, medtem ko med 
SLO orig in SLO rem tleh ni značilnih razlik v vsebnosti NH4-N (preglednica 11). Vendar 
pa smo opazili značilno interakcijo med rastlino in remediacijo v SLO tleh. V SLO rem + 
R je bila vsebnost NH4-N značilno manjša kakor v SLO orig + R.  
 
Na povprečne vsebnosti NO3-N v tleh remediacija ni imela značilnega vpliva. Vpliv se je 
pokazal v interakciji z dejavnikoma lokacija in rastlina. Tako kot pri vsebnostih NH4-N, 
smo v SLO rem + R opazili značilno manjšo povprečno vsebnost NO3-N kakor v 
SLO orig + R. V AT orig + R in KONT orig + R so bile povprečne vsebnosti NO3-N 
značilno manjše, v SLO orig + R pa značilno večje, glede na obravnavanje brez rastline. 
Povprečna vsebnost NO3-N, kot tudi NH4-N, je bila največja v SLO orig + R tleh.  
 
V KONT tleh se je vpliv remediacije pokazal le na vsebnosti NH4-N, ter vpliv rastline le 
na vsebnostih DOC in NO3-N.  
 
Preglednica 11: Topni organski ogljik (DOC) in dušik (DON) ter mineralne oblike dušika (NH4-N in NO3-N) 
(mg 100g-1 tal) v originalnih (orig) in remediiranih (rem) tleh s treh lokacij (AT, SLO, KONT), brez ali z 
rastlino (+R). Rezultati so prikazani kot povprečja treh ponovitev ± standardna napaka. Male črke označujejo 
statistično značilne razlike med obravnavanji (Duncan test, p<0,05) 
Obravnavanje DOC [mg 100g-1] DON [mg 100g-1] NH4-N [mg 100g-1] NO3-N [mg 100g-1] 
AT orig g 14,88 ± 0,48 cd 1,84 ± 0,08 b 0,35 ± 0,02 bc 0,16 ± 0,02 
AT orig + R abc 34,36 ± 0,79 bc 2,13 ± 0,09 b 0,27 ± 0,02 def 0,07 ± 0,01 
AT rem g 13,93 ± 0,35 fg 1,34 ± 0,03 cd 0,12 ± 0,02 cdef 0,08 ± 0,01 
AT rem + R def 24,64 ± 0,91 def 1,62 ± 0,03 b 0,25 ± 0,01 cdef 0,08 ± 0,02 
SLO orig efg 20,56 ± 0,28 b 2,47 ± 0,03 b 0,27 ± 0,04 bcde 0,15 ± 0,02 
SLO orig + R ab 35,30 ± 1,86 a 3,35 ± 0,13 a 0,57 ± 0,11 a 0,28 ± 0,08 
SLO rem fg 17,19 ± 0,79 cde 1,79 ± 0,11 bc 0,22 ± 0,03 b 0,19 ± 0,02 
SLO rem + R bcd 29,52 ± 0,85 cd 1,86 ± 0,09 b 0,30 ± 0,06 cdef 0,11 ± 0,01 
KONT orig g 12,70 ± 0,49 efg 1,40 ± 0,08 bc 0,22 ± 0,04 bcde 0,16 ± 0,03 
KONT orig + R a 38,63 ± 4,53 def 1,60 ± 0,05 cd 0,09 ± 0,02 f 0,06 ± 0,01 
KONT rem g 14,25 ± 0,24 g 1,13 ± 0,03 d 0,08 ± 0,03 cdef 0,08 ± 0,01 
KONT rem + R cde 25,99 ± 1,19 defg 1,49 ± 0,04 d 0,05 ± 0,02 ef 0,07 ± 0,01 
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4.3.2 Mikrobna biomasa in mikrobne združbe bakterij, arhej in gliv 
 
Na mikrobno biomaso, ocenjeno kot skupno količino izolirane DNA iz tal, sta statistično 
značilno vplivala remediacija, kot tudi inokulum (rizosferna tla) in rastlina (Lolium 
perenne) (slika 5, Prilogi C in E).  
 
Na splošno je bila povprečna vsebnost DNA večja v SLO orig tleh, v primerjavi z AT orig 
in KONT orig tlemi. Ob prisotnosti rastline (R) smo v SLO orig in KONT orig tleh 
izmerili značilno večjo vsebnost DNA glede na obravnavanje brez rastline. Tako je bila 
povprečna vsebnost DNA največja v SLO orig tleh z rastlino (23,17 µg g-1 tal).  
 
Remediacija tal je značilno zmanjšala vsebnost DNA v SLO tleh za 49 %,  ter v AT tleh za 
33 %. V KONT tleh remediacija ni značilno vplivala na skupno vsebnost DNA. Rastlina je 
značilno povečala mikrobno biomaso v vzorcih remediiranih tal vseh treh lokacij. V 
SLO rem tleh z rastlino je bila povprečna vsebnost DNA značilno manjša kakor povprečna 
vsebnost v SLO orig tleh z rastlino, medtem ko te značilne razlike v AT in KONT ni bilo. 
 
Dodatek inokuluma je značilno zmanjšal povprečno vsebnost DNA v SLO in AT tleh vseh 
obravnavanj. 
 
 
Slika 5: Skupna talna DNA (µg g-1 tal) v originalnih (orig) in remediiranih (rem) tleh, glede na lokacijo (AT, 
SLO, KONT), z ali brez dodanega inokuluma (I) in rastline (R). Prikazane so povprečne vrednosti in 
pripadajoče standardne napake 
 
Na velikost mikrobnih združb bakterij, arhej in gliv, določenih preko bakterijskih in 
(kren)arhejskih 16S rRNA genov ter glivnih ITS genov, so dejavniki remediacija, 
inokulum in rastlina vplivali zelo različno (Priloga E). Pri vseh obravnavanjih smo zaznali 
številčno prevlado bakterij, ki so jim sledile glive in arheje (preglednica 12, slika 6).  
 
Sama remediacija ni značilno vplivala na število bakterijskih genov v nobenih tleh izmed 
treh lokacij. Vendar pa smo opazili značilno interakcijo med remediacijo in 
inokulumom (I) v SLO in AT tleh, in sicer je bila številčnost bakterijskih genov v 
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AT orig + I značilno manjša kakor v AT rem + I, v SLO tleh pa ravno obratno. Na splošno 
je bilo v SLO in KONT tleh z rastlino (R) število bakterijskih genov značilno večje kakor v 
obravanavnjih brez R. V AT tleh je R značilno povečala številčnost bakterij le v 
obravnavanju z remediiranimi (rem) tlemi. Dodatek I je negativno vplival na številčnost 
bakterij v AT orig tleh, v SLO orig tleh pa jo je značilno povečal. V AT rem in SLO rem 
tleh dodatek I ni značilno vplival na število bakterijskih genov. V SLO orig tleh se je 
pokazal značilen vpliv R in I skupaj na večjo število bakterijskih genov (11,03 x 109 kopij 
g-1 tal), in sicer za 2,42-krat večjo glede na povprečno številčnost v SLO orig tleh.  
 
Na velikost krenarhejske združbe v AT in SLO tleh sta značilno vplivala remediacija in 
inokulum (Priloga E). Vpliv remediacije se je v AT tleh pokazal v povezavi z R in I, in 
sicer je bilo število kopij krenarhejskega 16S rRNA gena v AT rem + R + I značilno 
manjše kakor v obravnavanju brez R in I. V SLO tleh je remediacija značilno zmanjšala 
številčnost arhej, v KONT tleh pa povečala. Številčnost arhej je bila v AT in SLO tleh 
značilno manjša v obravnavanjih z I. Največjo povprečno številčnost arhejske združbe smo 
zaznali v SLO orig tleh brez R (15,58 x 107 kopij g-1 tal) in z R (15,35 x 107 kopij g-1 tal). 
Najmanjša povprečna številčnost pa je bila v AT orig + I in AT rem + I tleh (0,48 x 107 in 
0,22 x 107 kopij g-1 tal) (preglednica 12, slika 6).  
 
Na številčnost glivnih ITS genov je v tleh vseh treh lokacij značilno vplivala rastlina. V 
AT tleh se je pokazal tudi značilen vpliv inokuluma (Priloga E). Številčnost glivnih ITS 
genov je bila v obravnavanjih z R značilno večja v tleh vseh lokacij. Največje povprečno 
število glivnih ITS genov smo zaznali v SLO rem + R (24,42 x 108 kopij g-1 tal), in je bilo 
značilno večje v primerjavi s številom v SLO rem (1,68 x 108 kopij g-1 tal). Dodatek I je 
značilno zmanjšal številčnost glivnih genov v AT orig, in sicer je bila v AT orig + I 
povprečna številčnost glivne združbe najmanjša (0,34 x 108 kopij g-1 tal).  
 
 
 
Slika 6: Vpliv remediacije na logaritmirane vrednosti arhejskih in bakterijskih 16S rRNA genov ter glivnih 
ITS genov v originalnih (orig) in remediiranih (rem) tleh, glede na lokacijo (AT, SLO, KONT), prisotnost 
rastline in inokuluma 
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Preglednica 12: Številčnost bakterijskih in krenarhejskih 16S rRNA genov ter glivnih ITS genov (kopije g-1 
tal) v originalnih in remediiranih AT, SLO in KONT tleh. Črka R predstavlja obravnavanje z rastlino in črka 
I obravnavanje z inokulumom. Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti in pripadajoče standardne 
napake (SN). Majhne črke označujejo statistično značilne razlike v logaritmiranih vrednostih kopij 
bakterijskega/arhejskega 16S rRNA ali glivnega ITS med obravnavanji iste lokacije (Duncan test, p<0,05) 
Obravnavanje Bakterijski 16S rRNA kopij 
g-1 tal 
Krenarhejski 16S rRNA 
kopij g-1 tal 
Glivni ITS kopij g-1 tal 
  Povprečje SN  Povprečje SN  Povprečje SN 
AT orig abc 2,48 x 109  1,48 x 108 a 2,79 x 107 1,99 x 106 cd 2,29 x 108 0,83 x 108 
AT orig + I d 1,09 x 109  2,20 x 108 b 0,48 x 107 0,77 x 106  e 0,34 x 108 0,10 x 108 
AT orig + R bc 2,46 x 109  0,33 x 108 a 2,84 x 107 2,40 x 106 ab 11,86 x 108 2,47 x 108 
AT orig + R + I c 1,99 x 109  4,71 x 108 cd 0,27 x 107 0,44 x 106 a 18,89 x 108 9,55 x 108 
AT rem bc 2,32 x 109  0,63 x 108 a 2,07 x 107 1,94 x 106 cd 1,49 x 108 0,46 x 108 
AT rem + I c 2,17 x 109  2,19 x 108 d 0,22 x 107 0,21 x 106 d 1,27 x 108 0,33 x 108 
AT rem + R a 3,74 x 109  1,14 x 108 a 2,50 x 107 3,31 x 106 a 13,07 x 108 1,84 x 108 
AT rem + R + I ab 3,46 x 109  3,17 x 108 bc 0,35 x 107 0,25 x 106 bc 3,65 x 108 0,73 x 108 
KONT orig b 2,37 x 109  2,76 x 108 b 4,14 x 107 3,82 x 106 c 0,52 x 108 0,09 x 108 
KONT orig + R a 4,00 x 109 2,69 x 108 ab 4,97 x 107 4,92 x 106 a 17,02 x 108 6,98 x 108 
KONT rem b 2,53 x 109 1,47 x 108 a 5,47 x 107 2,46 x 106 c 0,59 x 108 0,07 x 108 
KONT rem + R a 3,84 x 109 3,03 x 108 a 5,65 x 107 1,83 x 106 b 3,89 x 108 0,62 x 108 
SLO orig cd 4,56 x 109 5,38 x 108 a 15,58 x 107 3,57 x 106 b 1,01 x 108 0,17 x 108 
SLO orig + I b 7,33 x 109 2,08 x 108 c 6,81 x 107 5,36 x 106 b 1,57 x 108 0,20 x 108 
SLO orig + R b 7,11 x 109 5,22 x 108 ab 15,35 x 107 13,22 x 106 a 14,73 x 108 2,79 x 108 
SLO orig + R + I a 11,03 x 109 14,17 x 108 c 5,16 x 107 5,56 x 106 a 21,17 x 108 13,87 x 108 
SLO rem d 3,80 x 109  1,61 x 108 b 11,21 x 107 4,14 x 106 b 1,68 x 108 0,48 x 108 
SLO rem + I d 3,76 x 109 4,41 x 108 d 2,57 x 107 3,21 x 106 b 0,70 x 108 0,21 x 108 
SLO rem + R b 7,59 x 109 4,11 x 108 ab 11,64 x 107 4,86 x 106 a 24,42 x 108 5,87 x 108 
SLO rem + R + I bc 6,33 x 109 11,76 x 108 d 3,12 x 107 6,41 x 106 a 15,19 x 108 8,32 x 108 
 
4.3.3 Mikrobne združbe N cikla  
 
Na kvantifikacijo genov, ki kodirajo podenote encimov procesov fiksacije (nifH), 
nitrifikacije (amoA AOA, amoA AOB) in denitrifikacije (nirS, nirK, nosZ), je značilno 
vplival dodan inokulum (rizosferna tla) pri obravnavanjih obeh lokacij (AT, SLO), medtem 
ko sta remediacija in rastlina vplivali različno glede na lokacijo in mikrobne združbe 
(Priloga E). V AT tleh smo zaznali vpliv remediacije na številčnost amonijak oksidirajočih 
bakterij (AOB) ter na številčnost združbe denitrifikatorjev nirK, nirS in nosZII. V SLO tleh 
je remediacija značilno vplivala na številčnost amonijak oksidirajočih arhej (AOA), 
fiksatorjev dušika (nifH), v združbi denitrifikatorjev pa le na nirS in nosZII. V KONT tleh 
se je značilen vpliv remediacije pokazal le na številčnost denitrifikatorjev nirS. Izkazalo se 
je, da je rastlina značilno vplivala na številčnost vseh obravnavanih mikrobnih združb 
N cikla v AT in KONT tleh, medtem ko je v SLO tleh vplivala le na številčnost fiksatorjev 
dušika (nifH), v združbi denitrifikatorjev pa na nirS, nosZI in nosZII. Dodatek inokuluma 
je negativno vplival na številčnost kopij amoA tako AOA kot AOB, nifH, nirK, nosZI in 
nosZII genov v talnih vzorcih vseh obravnavanj. 
 
Na sliki 7 (levo) so prikazane logaritmirane vrednosti nifH gena v tleh vseh obravnavanj. 
Rastlina je značilno vplivala na večjo številčnost nifH gena v KONT rem tleh, kjer je bilo 
število kopij za 67 % večje. Na splošno je bila številčnost nifH gena v vseh obravnavanjih 
SLO rem tal manjša kakor v obravnavanjih s SLO orig tlemi. V SLO tleh je opazen tudi 
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značilen vpliv rastline v kombinaciji z inokulumom na večjo številčnost nifH gena, v 
primerjavi z obravnavanji samo z inokulumom. 
 
Na sliki 7 (desno) so prikazane logaritmirane vrednosti števila kopij amoA gena za AOA in 
AOB. Na splošno smo zaznali prevlado AOA amoA gena nad AOB amoA (Priloga C in D), 
z največjim medsebojnim razmerjem v SLO orig z inokulumom (AOA/AOB = 10). AOB 
so prevladale nad AOA le v AT rem tleh z inokulumom. Največjo številčnost AOA amoA 
smo določili v SLO orig tleh z/brez rastline, in je bila v remediiranih tleh značilno manjša. 
Značilno povečanje številčnosti AOA amoA v prisotnosti rastline pa smo zaznali le v 
KONT orig tleh.  
 
Nasprotno kakor AOA amoA, je številčnost AOB amoA v vseh vzorcih SLO rem ter 
AT rem tal značilno večja v primerjavi z vzorci originalnih (onesnaženih) tal. Povprečna 
številčnost AOB amoA gena je v remediiranih tleh za 3,8-krat (SLO), 1,6-krat (AT) in 1,2-
krat (KONT) večja kakor v originalnih tleh. Rastlina je značilno vplivala na večjo 
številčnost AOB amoA gena le v AT rem tleh, v katerih je bila številčnost AOB amoA tudi 
največja (51,10 x 106 kopij g-1 tal).  
 
 
Slika 7: Logaritmirane vrednosti števila kopij dušik fiksirajočega nifH gena (levo), amoA gena za amonijak 
oksidirajoče arheje (AOA) in bakterije (AOB) (desno) v originalnih (orig) in remediiranih (rem) tleh, glede 
na lokacijo (AT, SLO, KONT), prisotnost rastline in inokuluma 
 
V združbi denitrifikatorjev smo na splošno zaznali prevlado nirK gena nad nirS (slika 8 
(levo), Prilogi C in D). nirK gen je močno prevladal nad nirS v originalnih in remediiranih 
tleh z in brez rastline, z največjim medsebojnim razmerjem v AT orig tleh (145,3) in AT 
rem tleh (110,9). Prevlado nirS nad nirK genom smo zaznali le v SLO orig in rem tleh z 
dodanim inokulumom, ter AT orig z rastlino in inokulumom. Remediacija je značilno 
vplivala na manjšo številčnost nirK gena le v SLO tleh, ter manjšo številčnost nirS gena v 
KONT tleh. Številčnost nirK gena je bila v SLO rem in KONT orig in rem tleh značilno 
večja ob prisotnosti rastline. Rastlina je značilno vplivala tudi na večjo številčnost nirS 
genov v SLO orig in SLO rem tleh, ter KONT orig in KONT rem. 
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V AT orig tleh je bila številčnost nirK gena najmanjša v obravnavanju z inokulumom 
(0,07 x 108 kopij g-1 tal) in največja v obravnavanju z in brez rastline (2,81 x 108 in 
2,79 x 108 kopij g-1 tal), med katerima ni bilo značilnih razlik (Priloga C, slika 8).  
 
V vseh vzorcih tal brez inokuluma smo zaznali prevlado nosZI gena nad nosZII z večjim 
medsebojnim razmerjem, v prid nosZI, v obravnavanjih z rastlino (Prilogi C in D, slika 8). 
Na sliki 8 (desno) so prikazane logaritmirane vrednosti števila kopij nosZI in nosZII genov. 
Opazen je izrazit vpliv inokuluma na manjšo številčnost obeh genov v tleh vseh 
obravnavanj. Dodatek rastline je povečal številčnost tako nosZI kot nosZII gena v 
KONT orig in KONT rem tleh, ter številčnost nosZII gena v SLO rem tleh. Le v SLO tleh 
smo opazili značilen vpliv remediacije na številčnost nosZI gena, ki je bila v remediiranih 
tleh manjša. 
 
V primerjavi z bakterijsko 16S rRNA populacijo je nifH, nirK, nirS, nosZI in nosZII 
predstavljal približno 2,53 %, 6,27 %, 0,63 %, 4,50 % in 3,82 % celotne populacije bakterij 
(Priloga D). 
 
 
Slika 8: Logaritmirane vrednosti števila kopij N2O reducirajočih nirK, nirS (levo), nosZI in nosZII genov 
(desno) v originalnih (orig) in remediiranih (rem) tleh, glede na lokacijo (AT, SLO, KONT), prisotnost 
rastline in inokuluma 
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5 RAZPRAVA 
 
5.1 VPLIV REMEDIACIJE NA DOSTOPNOST KOVIN IN SPREJEM V RASTLINE 
 
Lastnosti tal in porazdelitev kovin v originalnih in remediiranih tleh 
 
Onesnaženost tal s Pb, Cd in Zn ter lastnosti tal so se med vzorci tal iz treh različnih 
lokacij zelo razlikovale. V poskusu smo uporabili dolgoletna s PTK onesnažena tla iz dveh 
različnih območij, in sicer Arnoldstein, Avstrija (AT) in Mežiška dolina, Slovenija (SLO), 
kjer je v preteklosti aktivna rudarska dejavnost povzročila onesnaženje tal predvsem s Pb, 
Cd in Zn. Tla iz Mežiške doline (SLO) so bila s kovinami najbolj onesnažena, in sicer so 
vsebovala 1029,7 mg Pb kg-1 tal, 7,3 mg Cd kg-1 tal in 699 mg Zn kg-1 tal. Sledila so tla iz 
Avstrije (AT) z 799,8 mg Pb kg-1 tal, 5,4 mg Cd kg-1 tal in 437 mg Zn kg-1 tal. Za kontrolo 
smo v poskusu uporabili neonesnažena tla iz okolice Savelj, Slovenija (KONT), ki so 
vsebovala kovine pod mejnimi vrednostmi, določenih v Uredba … (1996). Postopek 
remediacije tal z EDTA je močno vplival na skupno vsebnost vseh treh preučevanih kovin 
v SLO in AT tleh (preglednica 8). Največji odstotek odstranitve Pb, Cd in Zn smo beležili 
v AT tleh, in sicer v zaporedju 73 %, 76 % in 44 %, medtem ko je bila učinkovitost 
remediacije v SLO tleh nekoliko nižja. Tu se je skupna vsebnost Pb zmanjšala za 56 %, Cd 
za 49 % in Zn za 29 %. Tako v SLO, kot AT tleh, smo beležili najnižjo učinkovitost 
odstranitve Zn. Kot so izpostavili že Jelušič in sod. (2013), ima EDTA nižjo afiniteto za 
vezavo Zn, poleg tega se največji delež Zn nahaja v nedostopni rezidualni frakciji, iz katere 
ga je težje ekstrahirati (razloženo kasneje v tem poglavju).  
 
Znano je, da je učinkovitost odstranitve PTK močno odvisna predvsem od lastnosti tal, 
porazdelitve PTK v tleh, njihove skupne vsebnosti ter narave liganda. Zlasti pH tal igra 
pomembno vlogo pri ekstrakciji kovin iz tal. Pri nižjih pH vrednostih tal H+ ioni tekmujejo 
za adsorpcijo na talnih koloidih, kar vodi do manjše adsorpcije kovin. Zaradi tega je pri 
nižjih pH vrednostih ekstrakcija kovin iz tal bolj učinkovita (Rieuwerts in sod., 1998). Do 
podobnih ugotovitev so prišli tudi v nekaterih drugih raziskavah (Zeng in sod., 2011). To 
razlago lahko uporabimo v našem primeru, kjer je bila učinkovitost odstranitve Pb, Cd in 
Zn znatno večja v AT tleh, ki so originalno kisla tla, s pH vrednostjo 5,0, kakor v SLO 
tleh, ki so originalno karbonatna, z višjo pH vrednostjo (pH 6,9) ter vsebnostjo bazičnih 
kationov, predvsem Ca in Mg (preglednica 7, Priloga G). Brown in Elliott (1991) poročajo, 
da lahko v alkalnih pH pogojih prihaja do kompeticije med Ca ali Mg kationi in Pb za 
vezavo na EDTA, kar rezultira v manjši ekstrakciji Pb iz tal. Do podobnih ugotovitev so 
prišli tudi Manouchehri in sod. (2006), ki so ugotovili, da je učinkovitost EDTA 
ekstrakcije Pb, Cd in Zn iz karbonatnih tal običajno manjša kakor iz ne-karbonatnih tal, kar 
potrjujejo tudi naši rezultati. Zato je pri odločanju o molarni koncentraciji EDTA, ki bo 
omogočala maksimalno učinkovitost odstranitve kovin iz karbonatnih tal, potrebno 
upoštevati vse izmenljive katione prisotne v tleh. Na učinkovitost odstranitve kovin ima 
vpliv tudi vsebnost organske snovi v tleh. Pri večji vsebnosti organske snovi je večja 
adsorpcija kovin ali tvorba kompleksov s huminskimi kislinami, kar rezultira v manjši 
ekstraktibilnosti (Zeng in sod., 2011). V našem poskusu je bila odstranitev Pb, Cd in Zn v z 
organsko snovjo bogatih SLO tleh (11,4 % org. snovi) manjša kakor v AT tleh, ki 
vsebujejo manj organske snovi (5,2 %) (preglednica 8).  
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Poleg učinkovite odstranitve vseh treh preučevanih kovin je remediacija negativno vplivala 
na nekatere lastnosti tal. Tsang in sod. (2007) so ugotovili, da v tleh izpranih z Na-EDTA 
pride do raztapljanja Fe in Al- oksidov, Ca karbonatov in organske snovi, kar vpliva na 
spremenjene lastnosti tal. V postopku remediacije tal z EDTA, ki je bil uporabljen v 
našemu poskusu, se v večini ligand reciklira v Ca-EDTA, kar naj bi imelo manjši 
negativen vpliv na talne lastnosti (Leštan, 2017). Remediacija je spremenila zlasti teksturo 
tal, povečal se je delež skupnega melja in gline, zmanjšal pa delež peska, za 9,2 %, 17,4 % 
in 8 % v zaporedju AT rem, SLO rem in KONT rem (preglednica 5). Do zmanjšanja deleža 
peščene frakcije je verjetno prišlo tekom postopka remediacije, ko je bila gošča tal 
presejana skozi 2 mm sito. Vzrok za večjo vsebnost gline v remediiranih tleh pa je verjetno 
deagregacija delcev tal pod strogimi fizikalnimi pogoji med pranjem tal v procesu 
remediacije, kar je lahko vodilo tudi do višjih vsebnosti izmenljivega P (P2O5) v 
remediiranih tleh (Leštan, 2017). Poleg tega se je vpliv remediacije odrazil na povečanju 
pH vrednosti, zmanjšanju vsebnosti organske snovi v tleh ter manjši izmenljivi kislosti (H) 
(preglednica 7).  
 
Remediacija je z vplivom na razmerje med talnimi delci in zmanjšanjem vsebnosti 
organske snovi, posredno vplivala tudi na sposobnost tal za zadrževanje vode, t.j. poljsko 
kapaciteto (preglednica 6). Delež vode pri poljski kapaciteti se je po remediaciji značilno 
zmanjšal zlasti v SLO tleh, iz 39,2 % na 33,4 %, v katerih, kot že omenjeno, se je vsebnost 
organske snovi po remediaciji bistveno zmanjšala. Prav tako je bil v SLO rem tleh manjši 
delež vode pri točki venenja, rastlinam dostopna voda pa se po remediaciji vzorcev tal vseh 
treh lokacij ni znatno zmanjšala. Iz literature je znano, da vsebnost organske snovi  
bistveno vpliva na sposobnost tal za zadrževanje vode (Minasny in McBratney, 2018). 
Poleg tega v postopku remediacije z obdelavo tal, tako kemijsko (razopina EDTA) kot 
mehansko (mešanje tal, sejanje skozi sito), vplivamo na razpad strukturnih agregatov ter 
ponovno oblikovanje le teh, kar posledično vpliva na sposobnost tal za zadrževanje vode. 
Tudi Jelušič in Leštan (2014) poročajo o značilno manjši vsebnosti vode pri poljski 
kapaciteti ter točki venenja v remediiranih tleh kakor v originalnih, zlasti na začetku 
poskusa.  
 
Bolj kot skupna vsebnost kovin v tleh je bistvenega pomena njihova dostopnost in 
biodostopnost v tleh, saj so kovine v mobilni frakciji potencialno toksične za talne 
mikroorganizme in njihove funkcije, ter tako na voljo za sprejem v rastline ter morebitni 
prenos v prehranjevalno verigo. O vplivu EDTA na mobilnost kovin v tleh so poročali že v 
večih raziskavah. Le ta, s hitro vezavo s kovinskimi kationi (procesi kompleksacije) in 
počasnejšim raztapljanjem, vodi do večje mobilnosti kovin v izpranih tleh (Nowack in 
Sigg, 1997) in tako vpliva na prerazporeditev kovin med talnimi frakcijami (Zhang in sod., 
2010b). Porazdelitev Pb, Cd in Zn med talnimi frakcijami (sekvenčna ekstrakcija) se je 
med lokacijami močno razlikovala (preglednica 9, Priloga A), kar povezujemo z različnimi 
talnimi lastnosti. O vplivu lastnosti tal na frakcionacijo kovin in njihovo biodostopnost 
poročajo tudi Finžgar in sod. (2007). Velika vsebnost organske snovi in karbonatov 
zagotavlja mnogo vezavnih mest za kovine. Tako smo v AT orig tleh, ki imajo nižji pH, 
največji del Cd zaznali v izmenljivi frakciji, v SLO orig tleh, ki vsebujejo več organske 
snovi, pa prevladuje vezava zlasti Pb na organsko snov. Močno povezavo Pb z vsebnostjo 
organske snovi so na podlagi rezultatov večih raziskav opisali tudi Kabata-Pendias in 
Pendias (2000). Velik delež Cd se v SLO orig in SLO rem tleh prav tako nahaja vezan na 
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karbonate, saj, kot omenjeno, ta tla vsebujejo večji delež prostih karbonatov (30,5 % in 
43,6 %, v tem zaporedju). V originalnih tleh vseh lokacij smo največji delež Zn določili v 
rezidualni frakciji. Ta frakcija kovin je zelo stabilna, in kovin vezanih v rezidualno frakcijo 
naj ne bi bilo mogoče odstraniti ali jih izmenjati (Zhang in sod., 2010b). Kljub temu naši 
rezultati kažejo na zmanjšanje vseh treh kovin v rezidualni frakciji po remediaciji, kar 
poročajo tudi Barona in sod. (2001).  
 
Biodostopnost Pb, Cd in Zn v tleh smo ocenili (i.) s CaCl2 ekstrakcijskim testom, (ii.) z 
metodo sekvenčnih ekstrakcij, kjer seštevek prvih dveh frakcij (vodotopne in izmenljive) 
predstavlja biodostopno koncentracijo (Kabata Pendias in Pendias, 2000). Rezultati 
biodostopnosti kovin med metodama niso povsem primerljivi. S CaCl2 ekstrakcijskim 
testom smo določili povečano biodostopno vsebnost vseh treh kovin v SLO rem tleh, ter 
Pb v AT rem (slika 4), medtem ko smo s sekvenčno ekstrakcijo v AT rem tleh izmerili 
manjšo biodostopno koncentracijo vseh treh kovin, v SLO rem tleh pa je bila značilno 
večja le vsebnost Pb, v primerjavi z originalnimi tlemi (preglednica 9). Gre za dve različni 
metodi, pri katerih se uporablja različne reagente in reakcijske pogoje, zato je ocene 
biodostopnosti kovin med seboj težko primerjati (Meers in sod., 2007).  
 
Sprejem Pb, Cd in Zn v rastline 
 
Do sedaj je bila že v večih raziskavah predstavljena dobra korelacija med vsebnostjo kovin 
v izmenljivi in vodotopni frakciji (biodostopni frakciji) in vsebnostjo v rastlinah (Aten in 
Gupta, 1996; Novozamsky in sod., 1992). Sprejem kovin v rastline je odvisen od številnih 
dejavnikov, zlasti od vrste rastline (Remon in sod., 2005), vrste kovine in njene 
biodostopnosti, redoks potenciala, pH, KIK, temperature, koreninskih eksudatov in časa 
izpostavljenosti (Cheng, 2003). Remon in sod. (2005) so zapisali, da je vsebnost kovin v 
listih rastline dober pokazatelj njihove dejanske fitodostopne vsebnosti v tleh oz. v 
koreninah rastline. Naši rezultati so pokazali največje vsebnosti Pb, Cd in Zn v rastlinah na 
AT orig tleh, ki imajo najnižji pH (5,0). O pomenu pH poročajo tudi Blaylock in sod. 
(1997). Vendar pa se povečane vsebnosti biodostopnega Pb, Cd in Zn v SLO rem tleh kot 
tudi vsebnosti biodostopnega Pb v AT rem tleh, določene s CaCl2 ekstrakcijo (slika 4), niso 
odrazile v povečanih vsebnostih v rastlinah na remediiranih tleh (preglednica 10). Med 
vsebnostmi Pb, Cd in Zn v rastlinah na SLO orig in SLO rem tleh ni bilo značilnih razlik, 
medtem ko so bile vsebnosti Pb, Cd in Zn v rastlinah na AT rem tleh za 10,6-krat, 15,2-
krat in 6,2-krat manjše v primerjavi z vsebnostmi v rastlinah na AT orig tleh. Manjše 
vsebnosti kovin v rastlinah po remediaciji bolje pojasnijo rezultati sekvenčne ekstrakcije, 
kjer smo v AT rem tleh izmerili manjšo biodostopnost vseh treh kovin, kakor v AT orig 
tleh (preglednica 9). Na podlagi teh rezultatov sklepamo, da sta vodotopna in izmenljiva 
frakcija Pb, Cd in Zn dober pokazatelj dejanske vsebnosti teh kovin v rastlini. 
 
Statistično značilno večjo maso rastlin smo ugotovili na AT rem tleh, v primerjavi z 
AT orig tlemi (preglednica 10). To povezujemo predvsem z višjim pH, manjšo 
biodostopno vsebnostjo kovin in večjo dostopnostjo rastlinam dostopnih hranil, zlasti 
Nmin, P2O5, K2O, v AT rem tleh. Stanje preskrbljenosti s P2O5 se je po remediaciji AT tal 
spremenilo iz siromašne na srednjo preskrbljenost, ter K2O iz srednje preskrbljenosti v 
stanje dobre preskrbljenosti. Prav tako se je v remediiranih tleh, tako v AT kot v SLO, 
povečala vsebnost rastlinam dostopnega N (Nmin) (5,2-kat in 1,9-krat, v tem zaporedju) 
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(preglednica 7), kar je ustvarilo boljše pogoje za rast rastlin. Tudi vsebnosti DOC v tleh so 
bile v vzorcih tal z rastlino večje (preglednica 11). 
 
5.2 ODZIV MIKROBNIH ZDRUŽB NA REMEDIACIJO, PRISOTNOST RASTLINE 
IN DODATEK INOKULUMA 
 
Vpliv remediacije na skupno mikrobno združbo in N cikel 
 
Remediacija z EDTA lahko preko spremenjenih fizikalno kemijskih lastnosti tal, kot tudi 
zaradi potencialne toksičnosti EDTA, vpliva na mikrobne združbe v tleh. V nekaterih 
študijah poročajo o vplivu EDTA na spremembo strukture mikrobne združbe (Jelušič in 
sod., 2013), zmanjšanje splošne mikrobne biomase (Mühlbachova, 2011) in aktivnosti 
mikroorganizmov (Jelušič in Leštan, 2014). Spremembne v mikrobnih združbah pa lahko 
vplivajo na funkcije tal, česar ne smemo zanemariti (Pe´rez-de-Mora in sod., 2006). 
 
V nalogi ugotavljamo velik vpliv remediacije na skupno talno mikrobno biomaso. Le ta je 
bila v AT rem tleh za 33 % in v SLO rem tleh za 49 % manjša v primerjavi z originalnimi 
onesnaženimi tlemi, medtem ko v KONT tleh (neonesnažena tla) značilnih razlik nismo 
zaznali (Priloga C, slika 5). Na mikrobno biomaso bistveno vplivajo fizikalno-kemijske 
lastnosti tal. Talni Corg predstavlja pomemben vir ogljika za talne mikroorganizme, zlasti 
ko je preskrba z ogljikom preko koreninskih eksudatov rastlin omejena. Zmanjšanje 
vsebnosti Corg tako lahko vodi do manjše mikrobne biomase v tleh (Hu in sod., 2014). 
Domnevamo, da je bilo zmanjšanje vsebnosti organske snovi tudi v našem poskusu 
ključnega pomena za velikost mikrobne biomase. V SLO tleh, v katerih smo po remediaciji 
beležili največje zmanjšanje vsebnosti organske snovi, se je mikrobna biomasa zmanjšala 
za največji odstotek. Na manjšo mikrobno biomaso v SLO rem + R kakor v SLO orig + R 
so lahko vplivale tudi zmanjšane vsebnosti DON v remediiranih tleh. Jelušič in sod. (2013) 
so zapisali, da je do upada mikrobne biomase v njihovi raziskavi prišlo zaradi toksičnosti 
EDTA ter strogih fizikalnih pogojev med procesom remediacije, kar je vodilo tudi do 
izpiranja talnih mikroorganizmov iz tal. To se ne sklada z našimi ugotovitvami, saj mi po 
remediaciji KONT tal, ki so neonesnažena, ne ugotavljamo zmanjšanja mikrobne biomase. 
Tudi večje vsebnosti kovin v vodotopni frakciji lahko ovirajo rast mikrobov v tleh. Pe´rez-
de-Mora in sod. (2006) so ugotovili negativno korelacijo mikrobne biomase (mikrobni C) z 
biodostopnimi vsebnostmi Cd, Cu in Zn, ocenjenimi s CaCl2 ekstrakcijo. Tudi mi smo s 
CaCl2 ekstrakcijo ocenili večjo biodostopnost Pb, Cd in Zn v SLO tleh (slika 4), v katerih 
je bilo zmanjšanje mikrobne biomase največje (Priloga C, slika 5). Jelušič in sod. (2013) 
poročajo o obnovitvi mikrobne združbe v tleh iz kraja Arnoldstein (Avstrija) in Mežiške 
doline (Slovenija), v 7 tednih po remediaciji tal z EDTA. Te ugotovitve so v nasprotju z 
našimi, saj mi tudi štiri mesece po remediaciji ugotavljamo značilno manjšo mikrobno 
biomaso v remediiranih tleh, v primerjavi z originalnimi tlemi (Priloga C, slika 5). 
Podobno kot Jelušič in sod. (2013) smo mikrobno biomaso v naši raziskavi ocenili 
posredno s skupno količino izolirane DNA iz tal. Ker so se lastnosti tal tako med 
originalnimi tlemi s treh različnih lokacij, kot tudi med originalnimi in remediiranimi tlemi 
posamezne lokacije, močno razlikovale, bi lahko bila tudi učinkovitost ekstrakcije DNA 
različna. V prihodnje bi bilo zato potrebno mikrobno biomaso ocenti še z direktnimi 
metodami.  
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Zmanjšanje mikrobne biomase v tleh po remediacji se ni odrazilo na manjši številčnosti 
bakterijskih in (kren)arhejskih 16S rRNA ter glivnih ITS kopij genov v tleh. Štiri mesece 
po remediaciji smo določili le značilno manjšo številčnost arhej v SLO tleh (za 28 %), 
medtem ko je bila številčnost arhej v KONT rem tleh celo za 32 % večja kakor v 
KONT orig tleh (preglednica 12, slika 6). Manjšo številčnost arhej v SLO rem, v 
primerjavi z SLO orig tlemi, lahko pojasnimo z manjšo vsebnostjo organske snovi v SLO 
rem tleh. Souza in sod. (2013), kot tudi številni drugi avtorji raziskav, poročajo, da arheje 
prevladujejo v z organsko snovjo bogatih okoljih. Spremembe v vsebnosti organske snovi 
v tleh se hitro odrazijo na spremembi njihove združbe, zato arheje v tleh predstavljajo 
pomemben indikator kakovosti tal. Tako smo na primer v AT orig tleh (5,2 % org. snovi) 
določili za 5,6-krat manjšo številčnost arhej, ter v KONT orig tleh (4,9 % org. snovi) za 
3,8-krat manjšo številčnost arhej kakor v SLO orig tleh, z največjo vsebnostjo organske 
snovi (11,4 % org. snovi), v katerih je bila številčnost arhej, izmed vzorcov vseh treh 
lokacij, največja (15,58 x 107 kopij g-1 tal). Prav tako so razmere za mikrobe bolj 
naklonjene v SLO tleh, ki imajo višji pH, ter vsebujejo zlasti večjo vsebnost dostopnega P 
in K, kakor AT in KONT tla.  
 
Delovanje N cikla je bistvenega pomena za produktivnost agroekosistemov. Pri tem imajo 
ključno vlogo mikroorganizmi, ki so udeleženi v večino procesov transformacij N v tleh. 
Prosto živeče in simbiontske bakterije in arheje, ki imajo sposobnost fiksacije 
atmosferskega N lahko v tleh določimo s kvantifikacijo tarčnega gena nifH (Zehr in sod., 
2003). Ti mikroorganizmi igrajo pomembno vlogo v N ciklu, saj v tleh nadomeščajo 
dostopni N, ki je bil izgubljen v atmosfero med procesom oksidacije amonijaka in 
denitrifikacije. V našem poskusu je na številčnost nifH gena močno vplivala remediacija v 
SLO in KONT tleh, kjer se je število kopij gena zmanjšalo, in sicer v SLO tleh za 1,7-krat 
(Prilogi C in E, slika 7). Ker so bila v analizo vključena ne-rizosferna tla (obravnavanja 
brez rastlin), naj bi detektirani nifH geni v teh tleh pretežno predstavljali populacijo prosto 
živečih N-fiksirajočih bakterij (Hayden in sod., 2010).  
 
V združbi nitrifikatorjev smo zaznali prevlado amoA amonijak oksidirajočih arhej (AOA) 
nad amoA amonijak oksidirajočimi bakterijami (AOB) (Prilogi C in D, slika 7), o čemer 
poročajo tudi Leininger in sod. (2006). Kot je znano iz raziskav, na številčnost arhejskih in 
bakterijskih amoA genov vplivajo številni okoljski dejavniki kot so talne lastnosti (Hallin 
in sod., 2009), predvsem pH (Nicol in sod., 2008) in vsebnost NH4
+ (Verhamme in sod., 
2011), pomembno pa vpliva tudi prisotnost onesnažil v tleh, zlasti PTK (Li in sod., 2009). 
Li in sod. (2009) so ugotovili inhibirano stopnjo nitrifikacije v tleh onesnaženih s Cu. Sicer 
na podlagi naših rezultatov ne moremo sklepati o vplivu PTK na številčnost mikrobov, saj 
so spremembe v ševilčnosti najverjetneje odraz lastnosti tal, ki so se med vzorci tal 
bistveno razlikovale. Številčnost amoA AOA je bila v našem poskusu večja v AT orig in 
SLO orig tleh, v primerjavi s KONT orig tlemi. V SLO orig tleh, ki imajo največjo 
vsebnost organske snovi in najvišji pH (6,9), smo ugotovili največjo številčnost arhejskih 
amoA AOA genov. Študije se razlikujejo tudi o vplivu vsebnosti in oblik N na 
nitrifikatorje. Manjša vsebnost NH4-N in NO3-N v remediiranih tleh je v našem primeru 
značilno povezana s številčnostjo AOA, vendar ne s številčnostjo AOB (Priloga F). 
Nasprotno so Verhamme in sod. (2011) ugotovili, da AOA rastejo pri majhni, srednji in 
veliki vsebnosti amonija, medtem ko AOB rastejo le pri večjih vsebnostih amonija. AOA 
in AOB zasedajo ločene ekološke niše, zaradi česar se različno odzivajo na spremembe v 
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okolju (Verhamme in sod., 2011). Prav tako naj bi imele AOA različne preference glede 
substrata kakor AOB, in naj bi kot vir energije porabljale manj amonija. V nekaterih 
raziskavah tako poročajo, da imajo AOB večjo vlogo v procesu nitrifikacije, zlasti v 
rodovitnih, z N bogatih tleh, kljub temu, da je številčnost arhejskih amoA genov večja od 
bakterijskih amoA genov (Jia in Conrad, 2009).  
 
Sklepamo, da remediacija ustvari pogoje, ki favorizirajo rast AOB, negativno pa lahko 
vpliva na velikost populacije AOA (zmanjšana v SLO rem tleh). Številčnost bakterijskega 
amoA AOB gena je bila v remediiranih tleh povečana za kar 1,6- (SLO tla) do 3,8-krat (AT 
tla). Zanimivo je, da se vpliv remediacije na številčnost AOA in AOB ni pokazal v 
kontrolnih tleh (KONT). Zato predvidevamo, da na številčnost AOA in AOB različno 
vpliva remediacija v interakciji s talnimi lastnostmi.  
 
Nitrat, ki nastane v procesu nitrifikacije, nadalje lahko služi kot substrat v procesu 
denitrifikacije. V naši raziskavi smo s kvantifikacijo nirK/nirS in nosZI/nosZII genov 
(Priloga C, slika 8) preučili dva koraka v tem procesu, redukcijo NO2- v NO in redukcijo 
N2O v N2. Če primerjamo številčnost genov denitrifikatorjev med (i.) onesnaženimi SLO 
in AT, ter (ii.) neonesnaženimi KONT tlemi, rezultat nakazuje, da onesnaženje s PTK ne 
vpliva na njihovo številčnost. Do nasprotnih ugotovitev so prišli Liu in sod. (2016), ki 
poročajo o močnem vplivu PTK na denitrifikacijske mikroorganizme. V poskusu, ki so ga 
izvedli na dveh lokacijah na Kitajskem, so ugotovili upad številčnosti nirK in nosZ genov v 
s PTK onesnaženih tleh (6,6-9,6 mg Cd/kg, 354,5-329,8 mg Pb/kg, 172,9-368,5 mg Zn/kg 
in 82,6-92,3 mg Cu/kg) za 47 % in 39 % na prvi lokaciji, in za 73 % in 48 % na drugi 
lokaciji. Eden izmed vzrokov bi lahko bil metodološki, saj direktna primerjava naših 
rezultatov z večino drugih raziskav o vplivih na nosZ populacijo mikroorganizmov ni 
najbolj ustrezna. V večini študij uporabljajo za kvantifikacijo genov vključenih v redukcijo 
N2O le en set začetnih oligonukleotidov in s tem izpustijo pomemben delež populacije 
reducentov N2O. V naši raziskavi smo uporabili za kvantifikacijo reducentov N2O dva seta 
začetnih oligonukleotidov (nosZI in nosZII), ki so ju odkrili Jones in sod. (2013). Ugotovili 
so, da se številčnost nosZ gena klada II zelo približa številčnosti klada I, in je njuno 
razmerje v obdelovalnih tleh navadno večje od 1. V originalnih tleh smo ugotovili višje 
razmerje (nad 1) kakor v remediiranih (pod 1), odvisno od lokacije (Priloga D). 
Remediacija tal je v naši raziskavi vplivala le na številčnost nirK in nosZI genov v SLO 
tleh in na številčnost nirS in nosZII ni imela značilnega vpliva. Ravno nasprotno pa 
Domeignoz-Horta in sod. (2015) ugotavljajo, da je nosZII združba bolj občutljiva na 
okoljske spremembe, kakor nosZI združba. Številčnost vseh štirih genov je bila kljub 
zmanjšanju v SLO rem tleh še vedno večja, v primerjavi z AT orig in rem tlemi. Sklepamo, 
da v AT tleh na številčnost denitrifikacijskih genov močno vpliva pH tal, in sicer je le ta 
pri nižjem pH zmanjšana, kar so ugotovili tudi Liu in sod. (2016).  
 
Naši rezultati so pokazali na prevlado nirK gena nad nirS v tleh vseh treh lokacij – gola tla 
(Priloga D, slika 8). Nasprotno so Hallin in sod. (2009) v kmetijskih tleh ugotovili 
prevlado nirS gena. Remediacija je vplivala le na nirK v SLO tleh, kjer je bila številčnost 
za 42 % manjša, glede na SLO orig tla. nirK populacija velja za bolj občutljivo na okoljske 
spremembe kakor nirS, zlasti na pomanjkanje hranil v tleh (Barta in sod., 2010). Te 
ugotovitve v naši raziskavi ne moremo potrditi, saj je bila vsebnost hranil (Nmin, dostopn 
P in K) v remediiranih tleh večja kakor v originalnih tleh (preglednica 7), vendar pa je bila 
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vsebnost organske snovi bistveno manjša v SLO rem tleh, kar bi lahko pojasnilo ta rezultat. 
Poleg tega na proces denitrifikacije vpliva tudi dostopnost topnih oblik C (vir energije za 
mikrobe) in NO3
- (akceptor elektronov), kar lahko vodi tudi do večje občutljivost na 
vremenske razmere (temperatura, vlažnost tal) (Barnard in sod., 2005). Povprečna vsebnost 
vode v SLO rem tleh (40 %) je bila za 10 % manjša kakor v SLO orig tleh (50 %), kar bi 
lahko pojasnilo manjšo številčnost nirK v SLO rem tleh. Primerjava nirK med vzorci 
originalnih tal treh lokacij je pokazala na večjo številčnost nirK v SLO orig tleh, ki 
vsebujejo več organske snovi, kakor v AT in KONT orig tleh (Priloga C, slika 8), iz česar 
lahko sklepamo, da so razmere v SLO orig tleh lahko za nirK boljše kakor v kislih tleh.  
 
Ti procesi N cikla in talni mikroorganizmi so esencialni za ohranjanje ravnotežja med 
reduciranimi in oksidiranimi oblikami dušika. Molekulatne metode, ki temeljijo na 
pomnoževanju določenega odseka DNA (kvantitativni PCR), predstavljajo velik potencial 
za kvantifikacijo ključnih mikrobnih genov, ki kodirajo specifične encime vključene v N 
cikel. Meritve posameznih procesov N cikla so potrebne za razumevanje transformacij N v 
okolju in tako za razvoj učinkovitih strategij, ki bodo stimulirale delovanje N cikla, ter 
zmanjšale nezaželene izgube N v ekosistemu. 
 
Vpliv rastline na skupno mikrobno združbo in N cikel 
 
Tako onesnažena kot z EDTA remediirana tla lahko negativno vplivajo na talni ekosistem 
in njegove funkcije, in s tem omejujejo rabo tal za kmetijske namene. V različnih študijah 
poročajo kako z različnimi dodatki (Jelušič in sod., 2014) taka tla revitalizirati, da jih lahko 
ponovno uporabimo kot rastlinski substrat.  
 
V naši raziskavi smo uporabili rastline (Lolium perenne) za namen revitalizacije 
remediiranih in s Pb, Cd in Zn onesnaženih tal. Rastline lahko s svojimi eksudati vplivajo 
na strukturno in funkcionalno diverziteto rizosfere (Smalla in sod., 2001), ter direktno 
preko koreninskih eksudatov ali indirektno preko vpliva na mikrobne združbe v tleh 
povečajo mobilnost kovin v tleh (Nowack in sod., 2010). V naši raziskavi se prisotnost 
rastline ni odrazila na spremembi mikrobne biomase le v AT orig tleh (Priloga C, slika 5). 
Nizek pH v teh tleh lahko to pojasni. Med vsemi obravnavanji v prisotnosti rastline smo 
opazili, da se je mikrobna biomasa v remediiranih tleh povečala za največji odstotek. 
Sklepamo, da je možen razlog večja nadzemna rastlinska biomasa Lolium perenne (zaradi 
večje dostopnost hranil v remediiranih tleh in višjega pH), ter s tem večja biomasa korenin, 
kar se je odrazilo tudi v večjih vsebnostih DOC v tleh (preglednica 11). Kot ugotavljajo 
tudi Wang in sod. (2017) biomasa korenin stimulativno vpliva na mikrobno biomaso, 
njihovo aktivnost in respiracijo.  
 
Vpliv rastline se je odrazil tudi na številčnosti mikrobnih združb (preglednica 12, slika 6). 
Največje spremembe so se pokazale na glivni združbi, ki so ji sledile bakterije, medtem ko 
se številčnost arhej v prisotnosti rastline ni spremenila. Številčnost gliv je bila v prisotnosti 
rastline znatno večja. Broeckling in sod. (2008) so ugotovili, da koreninski eksudati 
različnih rastlinski vrst lahko vplivajo na kompozicijo glivne združbe tudi če te niso v stiku 
s koreninami rastlin. Poleg tega lahko glive preko dolgih hif dostopajo do hranil in vode 
tudi v globje plasti tal, ter s koreninami rastlin oblikujejo mutualističen odnos, kar jim 
omogoča preživeti tudi v za njih neugodnih pogojih. Slednje trditve v naši raziskavi sicer 
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ne moremo ne potrditi in ne zanikati, saj bi za to morali odziv gliv v daljšem časovnem 
obdobju. Ne smemo zanemariti, da so se tla pred prenosom v lonce mehansko premešala, 
kar je povzročilo pretrganje hifnega sistema gliv, zato je vprašanje po kolikem času se hife 
ponovno razrastejo.   
 
Prisotnost Lolium perenne ni imela stimulativnega učinka na rast arhejske populacije v 
tleh. Le ta se v obravnavanjih z rastlino ni ne povečala in ne zmanjšala (preglednica 12, 
slika 6). Karlsson in sod. (2012) so prišli do ugotovitev, da je številčnost arhej delno 
pogojena z dostopnostjo koreninskih eksudatov in eksudatov mikoriznih gliv. Velike 
koncentracije le teh lahko negativno vplivajo na številčnost arhej, kar je posledica njihove 
počasnejše rasti in slabe konkurenčne sposobnosti arhej proti bakterijam. Številčnost 
bakterij je bila v prisotnosti rastine značilno večja v SLO orig in rem, KONT orig in rem 
ter AT rem tleh, glede na obravnavanja brez rastline (preglednica 12, slika 6).  
 
V talnih ekosistemih so za oskrbo rastlin s hranili zlasti pomembne mikorizne glive in 
dušik fiksirajoče bakterije, ki lahko k prehrani rastlin doprinesejo tudi več kot 90 % N in P 
(Van der Heijden in sod., 2008). V naši raziskavi rastlina ni vplivala na večjo številčnost 
nifH gena, ki je odgovoren za fiksacijo dušika, oziroma je prisotnost rastline vpivala na 
večjo številčnost nifH le v KONT rem tleh (Priloga C, slika 7). Prav tako v prisotnosti 
rastline ni bilo značilnih razlik v številčnosti nifH med originalnimi in remediiranimi tlemi.  
 
V vseh obravnavanjih, razen v SLO remediiranih tleh, v prisotnosti rastline opažamo 
manjše razmerje med AOA in AOB, glede na obravnavanja brez rastlin (Priloga D). 
Razmerje se je zmanjšalo na račun večjega povečanja številčnosti bakterijskega amoA 
AOB gena. Podobno tudi Karlsson in sod. (2012) ugotavljajo večjo številčnost arhej v tleh 
z manjšo koncentracijo koreninskih in mikoriznih eksudatov. Stalna oskrba koreninskih 
eksudatov vodi do večje številčnosti in aktivnosti talnih mikroorganizmov v rizosferi, kar 
predvidoma bolje favorizira rast bakterij kot arhej. V združbi denitrifikatorjev rastlina v 
AT tleh ni imela vpliva na številčnost nobenega od genov vključenih v proces 
denitrifikacije. V SLO orig tleh z rastlino je bila povečana številčnost nirS genov, v 
SLO rem tleh z rastlino pa večja številčnost nirK, nirS in nosZII genov (Priloga C, slika 8). 
Povečana številčnost nirS gena v SLO tleh z rastlino je vplivala na manjše nirK/nirS 
razmerje (Priloga D). Kljub temu so nirK geni prevladali nad nirS. Barta in sod. (2010) so 
potrdili ugotovitve predhodnih raziskav, ki poročajo, da imajo nirS denitrifikatorji prednost 
pred nirK denitrifikatorji, in sicer, da okolja, ki so bogata z ogljikovimi spojinami, ki jih 
izločajo rastline v rizosfero, favorizirajo rast nirS populacije in ne nirK, kar nakazujejo tudi 
naši rezultati. Te ugotovitve kažejo, da imajo rastline pomembno vlogo v revitalizaciji 
zlasti remediiranih tal. Denitrifikatorji imajo ključno vlogo zmanjšanja topnih NO v pline 
N2O in N2 (Philippot in sod., 2007) in povečanje njihove številčnosti pomembno prispeva 
k manjšim emisijam toplogrednih plinov (N2O).  
 
V poskusu smo med tlemi različnih obravnavanj izmerili tudi vsebnosti topnega 
organskega ogljika (DOC) in topnega organskega dušika (DON), ki sta vir hranil za talne 
mikroorganizme (preglednica 11). Kot poročajo Rasche in sod. (2011), smo tudi mi 
ugotovili pozitivno korelacijo med številom kopij amoA AOA genov in DON (Priloga F). 
DON je prekurzor amonija in tako pomemben pri stalnem polnjenju njegovih zalog v tleh, 
ki se kot substrat porabijo v procesu nitrifikacije. Koncentracije DOC so bile v vseh 
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obravnavanjih z rastlino večje, kar se sklada z izmerjeno večjo skupno mikrobno biomaso 
v teh tleh (Priloga C, slika 5).  
 
Vpliv inokuluma na skupno mikrobno združbo in N cikel 
 
Dodatek inokuluma, ki je bil prinešen iz biodiverzitetno bogatega okolja rizosfere, je na 
splošno negativno vplival na talne mikroorganizme. Najmanjša mikrobna biomasa 
(količina izolirane DNA iz tal) je bila pravzaprav ugotovljena v obravnavanjih z 
inokulumom, in se tudi v kombinaciji z rastlino ni približala mikrobni biomasi v 
obravnavanju brez inokuluma (Priloga C, slika 5). Zaznali smo večjo številčnost bakterij v 
SLO orig tleh z inokulumom, glede na SLO orig tla brez inokuluma, v ostalih 
obravnavanjih je dodan inokulum zmanšal številčnost bakterij, kot tudi arhej in gliv 
(preglednica 12, Priloga C). Inokulum je zmanjšal številčnost celotne združbe 
nitrifikatorjev in fiksatorjev N v vseh obravnavanjih ter nirK, nosZI in nosZII v združbi 
denitrifikatorjev. Zanimivo je inokulum stimuliral rast nirS populacije, zlasti v SLO orig in 
SLO rem tleh, kjer je bila številčnost znatno večja (Priloga C, slika 8). Dobljeni rezultati so 
presenetljivi in jih je težko razložiti, saj ne poznamo sestave inokuluma, in s tem vpliva 
vnešenih mikroorganizmov na mikroorganizme prisotne v tleh. Vendar pa, ker so bila 
rizosferna tla (inokulum) vzeta iz istega okolja kakor kontrolna tla (KONT), lahko 
sklepamo, da je inokulum prilagojen na pogoje kontrolnih tal, torej predvsem na višji pH 
(nevtralna/zmerno alkalna tla) in močno humozna tla. Z vnosom inokuluma v AT tla, ki se 
po lastnostih najbolj razlikujejo od KONT tal, vnesenim talnim mikroorganizmom razmere 
v teh tleh zagotovo niso ustrezale. V prihodnje bi bilo potrebno izbrati AT tlem primernejši 
inokulum, ter preučiti odziv mikroorganizmov v tleh na dodan inokulum v daljšem 
časovnem obdobju, ki je potreben, da se mikroorganizmi prilagodijo na spremenjene 
razmere v tleh.    
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6 SKLEPI 
 
Remediacija tal z EDTA je uspešno zmanjšala skupno vsebnost Pb, Cd in Zn, z največjim 
deležem odstranitve v kislih AT tleh (73 %, 76 % in 44 %, v tem zaporedju) in nekoliko 
manjšem v SLO tleh (56 %, 49 % in 29 %, v tem zaporedju).  
 
Remediacija tal z EDTA je vplivala tudi na porazdelitev Pb, Cd in Zn v tleh in s tem na 
njihovo biodostopnost, različno glede na lastnosti tal. Zlasti pH tal je pomemben dejavnik, 
ki je vplival na dostopnost kovin tako v originalnih kot tudi remediiranih v tleh. Vsebnost 
kovin v vodotopni in izmenljivi frakciji, ki skupaj predstavljata biodostopno frakcijo 
kovin, je dobro odražala vsebnosti Pb, Cd in Zn v rastlini. 
 
Mikrobna biomasa, ocenjena kot skupna količina izolirane DNA iz tal, je bila tudi štiri 
mesece po remediaciji značilno manjša v remediiranih tleh, v primerjavi z originalnimi 
(onesnaženimi) tlemi. Odziv bakterij, arhej in gliv kot tudi mikrobov N cikla na 
remediacijo, se je močno razlikoval glede na lastnosti tal.  
 
Številčnost nifH, amoA AOA, nirK in nosZII genov je bila zmanjšana v remediiranih tleh z 
višjim pH (SLO tla), vendar ne v kislih tleh (AT tla). Na številčnost nirS in nosZI 
remediacija ni značilno vplivala, medtem ko se je številčnost amoA AOB povečala. 
Sklepamo, da remediacija z EDTA ustvari rastne pogoje, ki favorizirajo rast amoA AOB 
populacije tako v kislih tleh kot tleh z višjim pH in večjo vsebnostjo organske snovi.  
 
Rastlina je v obravnavanjih z remediiranimi tlemi povečala mikrobno biomaso ter 
številčnost gliv in bakterij, vendar ne arhej. Vpliv rastline se je odrazil tudi na večji 
številčnosti AOB nitrifikatorjev v remediiranih tleh z nižjim pH, ter denitrifikatorjev (nirK, 
nirS in nosZII) v remediiranih tleh z višjim (zmerno alkalnim) pH.  
 
Pri iskanju ustreznega inokuluma (rizosferna tla) je potrebno upoštevati njegove lastnosti 
(kot so pH, organska snov, hranila), ter izbiro prilagoditi lastnostim tal v katera bomo 
inokulirali. Razlike v lastnostih inokuluma in tal lahko rezultirajo v zmanjšani mikrobni 
biomasi, številčnosti splošnih mikrobnih združb bakterij, arhej in gliv ter številčnosti 
mikrobov vključenih v N cikel. Prav tako bi bilo v prihodnje potrebno raziskati mikrobno 
sestavo dodanega inokuluma.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
44 
Pintarič S. Dostopnost Pb, Cd in Zn ter številčnost mikrobnih združb dušikovega cikla v tleh po remediaciji.     
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2018  
 
 
 
7 POVZETEK 
 
V tleh povečane vsebnosti PTK, ki presegajo kritične mejne vrednosti določene z 
zakonodajo, predstavljajo vedno bolj resen globalni problem. PTK so v tleh obstojne, se ne 
razgrajujejo in tako ostajajo v tleh še dolgo časa po vnosu. V določenih koncentracijah 
lahko toksično vplivajo na talne mikroorganizme ter preko vnosa v prehranjevalno verigo 
tudi na živali in ljudi. Zaradi tega je raba zemljišč za kmetijske namene na s PTK 
onesenaženih območjih omejena. Razvoj remediacijskih tehnik, ki bi uspešno zmanjšale 
vsebnosti PTK v tleh, je predmet mnogih raziskav. Ena izmed uspešnih tehnik je 
remediacija z ligandom EDTA, vendar pa ima ta lahko tudi negativen vpliv na fizikalno-
kemijske lastnosti tal, mikrobne združbe v tleh in njihove funkcije v ekosistemu. V nalogi 
smo želeli preveriti vpliv remediacijskega postopka z EDTA na skupno vsebnost in 
dostopnost Pb, Cd in Zn ter sprejem v rastline, v odvisnosti od lastnosti tal. Poleg tega smo 
preučili vpliv remediacije na številčnost splošnih mikrobnih združb bakterij, arhej in gliv 
ter mikrobnih združb vključenih v N cikel, ki je eden izmed najpomembnejših 
biogeokemijskih ciklov v ekosistemu. Vpliv remediacije na številčnost ključnih mikrobnih 
genov v N ciklu do sedaj še ni bil raziskan. 
 
V lončni poskus, ki je bil postavljen na laboratorijskem polju Biotehniške fakultete, smo 
vključili dolgoletna s PTK onesnažena tla iz Mežiške doline, Slovenija (SLO) in 
Arnoldstein, Avstrija (AT), ki se pomembno razlikujejo v pH, ter za kontrolo 
neonesnažena tla iz okolice Savelj, Slovenija (KONT). Skupno vsebnost Pb, Cd in Zn v 
tleh smo določili z razklopom z zlatotopko, dostopnost kovin (i.) z metodo sekvenčnih 
ekstrakcij ter (ii.) ekstrakcijo s CaCl2. Za analizo vsebnosti Pb, Cd in Zn v rastlinah 
(razklop z zlatotopko) smo vzorčili rastline štiri mesece po postavitvi poskusa. Z uporabo 
kvanitativne PCR metodologije smo v talnih vzorcih, po štirih mesecih poteka poskusa, 
določili velikost 16S rRNA in ITS mikrobne populacije ter velikost mikrobnih združb 
vključenih v N cikel preko izbranih funkcionalnih genov vključenih v procese fiksacijo 
(nifH), nitrifikacijo (amoA AOA, amoA AOB) in denitrifikacijo (nirS, nirK, nosZI, nosZII).  
 
V vzorcih originalnih tal vseh treh lokacij (SLO, AT in KONT) je remediacija z EDTA 
uspešno zmanjšala skupno vsebnost Pb, Cd in Zn, z največjim deležem odstranitve v kislih 
AT tleh (73 %, 76 % in 44 %, v tem zaporedju) in nekoliko manjšem v SLO tleh (56 %, 49 
% in 29 %, v tem zaporedju). Poleg skupne vsebnosti kovin v tleh je remediacija vplivala 
tudi na fizikalno kemijske lastnosti tal in dostopnost kovin v tleh. Vpliv pa se je močno 
razlikoval glede na lastnosti tal, med katerimi sta imela največji vpliv zlasti pH in vsebnost 
organske snovi. V remediiranih tleh je bil sprejem kovin v rastlino manjši kakor v 
originalnih tleh. Sklepamo, da je to, poleg višjega pH in večje vsebnosti rastlinam 
dostopnih hranil v remediiranih tleh, vplivalo tudi na večjo biomaso rastlin na teh tleh.  
 
Opazili smo značilen vpliv remediacije, rastline in inokuluma na mikrobno biomaso, 
določeno kot skupna količina izolirane DNA na g tal. Le ta je bila v remediiranih tleh za 
33 % (AT) do 49 % (SLO) manjša glede na originalna tla. Spremembe v mikrobni biomasi 
se niso odrazile tudi v številčnosti splošne mikrobne združbe bakterij, arhej in gliv ter 
številčnosti mikrobov vključenih v N cikel, in so se med vzorci tal razlikovale. Na splošno 
smo ugotovili, da sta bakterijska in glivna združba bolj odporni na spremenjene okoljske 
razmere, saj je remediacija tal zmanjšala le velikost združbe arhej v tleh z višjim pH (SLO 
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tla), in sicer za 28 %. Remediacija je negativno vplivala tudi na številčnost združbe 
fiksatorjev N (nifH gen), nitrifikatorjev (amoA AOA) in denitrifikatorjev (nirK, nosZI), 
zlasti v tleh z višjim pH (nevtralna/zmerno alkalna). Zaznali smo značilno večjo številčnost 
amoA AOB v remediiranih tleh (1,6-krat, 3,8-krat, 1,2-krat, v zaporedju za AT, SLO, 
KONT tla). Velikost ostalih mikrobnih združb vključenih v N cikel je v remediiranih tleh 
ostala nespremenjena (nirS, nosZII). Na velikost mikrobnih združb so močno vplivale 
lastnosti tal. Negativen vpliv remediacije na mikrobne združbe smo zaznali predvsem v 
SLO tleh, ki imajo višji pH in večjo vsebnost organske snovi kakor AT tla.  
 
Pomembno vlogo v revitalizaciji remediiranih tal imajo rastline, v prisotnosti katerih smo 
na splošno ugotovili večjo mikrobno biomaso, večjo številčnost bakterijskih 16S rRNA in 
glivnih ITS genov, vendar ne arhejskih 16S rRNA genov, ter večjo številčnost mikrobnih 
genov vključenih v N cikel. Številčnost bakterij je bila v SLO orig tleh z rastlino večja za 
56 %, v KONT orig in rem tleh z rastlino pa za 69 % in 52 %, glede na obravnavanja brez 
rastline. Rastlina je številčnost gliv povečala v tleh vseh treh lokacij. V združbi mikrobov 
vključenih v N cikel je rastlina povečala le številčnost AOB amoA, nirK, nirS in nosZII 
genov. Vpliv se je močno razlikoval od lastnosti tal. V AT rem tleh (nižji pH – 6,2) je bila 
v prisotnosti rastline za 76 % večja številčnost AOB amoA gena, v SLO orig tleh (višji pH 
– 6,9) za 66 % večja številčnost nirS, ter v SLO rem tleh (višji pH – 7,3) za 67 %, 71 % in 
140 % večja številčnost nirK, nirS in nosZII genov, glede na obravnavanja brez rastline. 
 
Nasprotno je dodatek inokuluma (rizosferna tla) negativno vplival tako na mikrobno 
biomaso, velikost splošne mikrobne združbe kot tudi mikrobe vključene v N cikel. Le 
številčnost nirS gena je bila v obravnavanjih z inokulumom značilno večja. Inokulum je 
izviral iz istega območja od koder smo vzeli KONT tla, in se je po lastnostih (predvsem 
pH, organska snov, hranila) bistveno razikoval zlasti od lastnosti AT tal. Zato 
mikroorganizmom razmere v teh tleh verjetno niso ustrezale.  
 
Zaključimo lahko, da je remediacija posredno preko spremenjenih fizikalno-kemijskih 
lastnosti ter dostopnosti kovin, negativno vplivala na mikrobno biomaso in velikost 
arhejske združbe. Na splošno so se sprememenjene razmere v remediiranih tleh odrazile 
tudi na manjši številčnosti mikrobnih združb vključenih v N cikel, vedar v močni 
odvisnosti od lastnosti tal. Rastlina ima pomembno vlogo v revitalizaciji remediiranih tal, 
medtem ko dodatek inokuluma ni doprinesel k izboljšanju in je negativeno vplival na 
številčnost preučevanih mikrobnih združb v tleh. V prihodnje bi bilo potrebno izbiro 
inokuluma prilagoditi lastnostim tal v katera se bo inokuliralo, ter preučiti mikrobno 
sestavo dodatnega inokuluma. 
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Priloga A 
 
Vsebnosti Pb, Cd in Zn (mg kg-1) v posameznih talnih frakcijah v originalnih in remediiranih AT, SLO in 
KONT tleh. Rezultati so prikazani kot povprečje treh ponovitev ± standardna napaka 
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Priloga B 
 
Učinkovitost postopka sekvenčne ekstrakcije (izkoristek) v % 
Obravnavanje  Izkoristek Pb (%) Izkoristek Cd (%) Izkoristek Zn (%) 
AT orig 94,5 78,2 103,6 
AT rem 93,8 42,8 107,9 
SLO orig 109,9 89,0 108,2 
SLO rem 106,0 69,7 104,2 
KONT orig 101,8 0,0 149,4 
KONT rem 95,8 0,0 166,0 
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Priloga C 
 
Skupna talna DNA (µg g-1 tal) in številčnost arhejskih in bakterijskih  amoA genov, nifH, nirK, nirS, nosZI, nosZII genov (kopije g-1 tal) v originalnih (orig) in 
remediiranih (rem) tleh, glede na lokacijo (AT, SLO, KONT), z ali brez dodanega inokuluma (I) in rastline (R). Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti ± 
standardna napaka. Majhne črke označujejo statistično značilne razlike v logaritmiranih vrednostih kopij med obravnavanji iste lokacije (Duncan test, p<0,05) 
 
Obravnavanje  Skupna DNA g-1 tal            Arhejski amoA kopij g-1 tal            Bakterijski amoA kopij g-1 tal              nifH kopij g-1 tal 
AT orig a 10,20 ± 0,53 a 5,27 x 107 ± 5,84 x 106 cd 7,61 x 106 ± 9,10 x 105 a 12,19 x 107 ± 17,36 x 106 
AT orig + I  e 2,47 ± 0,13 d 0,07 x 107 ± 0,14 x 106 g 0,41 x 106 ± 0,88  x 105 c 0,55 x 107 ± 1,43 x 106 
AT orig + R a 10,71 ± 0,35 a 5,47 x 107 ± 7,41 x 106 c 9,72 x 106 ± 12,42 x 105 a 12,46 x 107 ± 8,99 x 106 
AT orig + R + I c 4,52 ± 0,88 bc 0,26 x 107 ± 1,07 x 106 f 0,95 x 106 ± 2,97 x 105 b 1,27 x 107 ± 3,98 x 106 
AT rem b 6,83 ± 0,54 a 2,66 x 107 ± 2,88 x 106 b 29,01 x 106 ± 20,44 x 105 a 10,73 x 107 ± 35,91 x 106 
AT rem + I  de 2,78 ± 0,30 cd 0,13 x 107 ± 0,17 x 106 e 2,95 x 106 ± 3,50 x 105 bc 0,67 x 107 ± 0,76 x 106 
AT rem + R a 10,54 ± 0,64 a 4,35 x 107 ± 3,76 x 106 a 51,10 x 106 ± 66,94 x 105 a 11,65 x 107 ± 1,37 x 106 
AT rem + R + I  cd 4,16 ± 0,25 b 0,36 x 107 ± 0,51 x 106 de 4,21 x 106 ± 1,92 x 105 b 1,13 x 107 ± 1,92 x 106 
KONT orig b 9,74 ± 0,66 c 3,31 x 107 ± 2,92 x 106 c 9,97 x 106 ± 12,04 x 105 a 11,45 x 107 ± 11,76 x 106 
KONT orig + R a 13,05 ± 0,71 a 5,20 x 107 ± 1,09 x 106 a 19,37 x 106 ± 13,08 x 105 a 14,08 x 107 ± 14,22 x 106 
KONT rem b 8,54 ± 0,09 bc 3,78 x 107 ± 1,42 x 106 bc 11,95 x 106 ± 10,65 x 105 b 8,60 x 107 ± 5,14 x 106 
KONT rem + R a 13,32 ± 0,62 ab 4,34 x 107 ± 3,23 x 106 b 14,17 x 106 ± 4,61 x 105 a 14,37 x 107 ± 5,23 x 106 
SLO orig b 18,59 ± 1,95 a 26,77 x 107 ± 22,79 x 106 b 33,91 x  106 ± 38,38 x 105 a 21,15 x 107 ± 26,90 x 106 
SLO orig + I  de 11,60 ± 0,85 d 3,85 x 107 ± 6,96 x 106 c 3,86 x 106 ± 3,12 x 105 cd 3,27 x 107 ± 7,69 x 106 
SLO orig + R a 23,17 ± 1,84 ab 24,32 x 107 ± 17,11 x 106 b 35,12 x 106 ± 31,20 x 105 a 25,44 x 107 ± 10,08 x 106 
SLO orig + R + I  cd 13,87 ± 1,21 f 2,26 x 107 ± 3,77 x 106 c 3,72 x 106 ± 3,69 x 105 c 4,32 x 107 ± 4,17 x 106 
SLO rem e 9,50 ± 0,31 c 14,93 x 107 ± 10,19 x 106 a 55,75 x 106 ± 19,07 x 105 b 12,14 x 107 ± 22,78 x 106 
SLO rem + I  f 3,81 ± 0,61 ef 2,43 x 107 ± 3,04 x 106 c 3,35 x 106 ± 10,16 x 105 d 2,14 x 107 ± 2,51 x 106 
SLO rem + R bc 16,16 ± 0,67 bc 16,63 x 107 ± 10,74 x 106 ab 37,39 x 106 ± 17,66 x 105 ab 16,40 x 107 ± 7,17 x 106 
SLO rem + R + I  f 4,71 ± 0,06 de 3,45 x 107 ± 5,95 x 106 c 4,70 x 106 ± 13,33 x 105 cd 3,36 x 107 ± 9,41 x 106 
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Obravnavanje            nirK kopij g-1 tal               nirS kopij g-1 tal              nosZI kopij g-1 tal                nosZII kopij g-1 tal 
AT orig a 2,79 x 108 ± 3,71 x 107 c 0,19 x 107 ± 0,21 x 106 a 1,88 x 108 ± 3,24 x 107 bc 1,02 x 108 ± 0,70 x 107 
AT orig + I  d 0,07 x 108 ± 0,16 x 107 b 0,57 x 107 ± 1,74 x 106 c 0,09 x 108 ± 0,19 x 107 e 0,10 x 108 ± 0,26 x 107 
AT orig + R a 2,81 x 108 ± 2,37 x 107 bc 0,32 x 107 ± 1,09 x 106 a 1,94 x 108 ± 2,11 x 107 c 0,75 x 108 ± 0,44 x 107 
AT orig + R + I c 0,21 x 108 ± 0,80 x 107 a 2,24 x 107 ± 8,73 x 106 b 0,24 x 108 ± 0,81 x 107 d 0,48 x 108 ± 1,90 x 107 
AT rem a 2,05 x 108 ± 1,32 x 107 c 0,19 x 107 ± 0,27 x 106 a 1,31 x 108 ± 1,40 x 107 ab 1,62 x 108 ± 1,02 x 107 
AT rem + I  bc 0,23 x 108 ± 0,29 x 107 a 1,58 x 107 ± 2,20 x 106 b 0,18 x 108 ± 0,20 x 107 bc 0,84 x 108 ± 1,25 x 107 
AT rem + R a 3,53 x 108 ± 1,35 x 107 bc 0,32 x 107 ± 0,25 x 106 a 2,13 x 108 ± 1,63 x 107 a 2,83 x 108 ± 0,69 x 107 
AT rem + R + I  b 0,36 x 108 ± 0,20 x 107 a 2,62 x 107 ± 2,61 x 106 b 0,28 x 108 ± 0,11 x 107 abc 1,52 x 108 ± 1,59 x 107 
KONT orig b 2,17 x 108 ± 3,18 x 107 c 0,45 x 107 ± 1,17 x 106 b 1,52 x 108 ± 1,56 x 107 b 0,63 x 108 ± 0,99 x 107 
KONT orig + R a 3,11 x 108 ± 0,82 x 107 ab 0,74 x 107 ± 0,52 x 106 a 2,25 x 108 ± 1,09 x 107 a 1,09 x 108 ± 0,88 x 107 
KONT rem b 2,26 x 108 ± 1,43 x 107 bc 0,55 x 107 ± 0,33 x 106 b 1,63 x 108 ± 0,41 x 107 b 0,65 x 108 ± 0,18 x 107 
KONT rem + R a 3,77 x 108 ± 1,89 x 107 a 1,12 x 107 ± 1,04 x 106 a 2,55 x 108 ± 0,05 x 107 a 1,19 x 108 ± 0,26 x 107 
SLO orig a 6,01 x 108 ± 4,67 x 107 e 0,73 x 107 ± 0,35 x 106 a 4,43 x 108 ± 3,99 x 107 abc 2,33 x 108 ± 2,62 x 107 
SLO orig + I  cd 0,67 x 108 ± 1,94 x 107 ab 15,88 x 107 ± 11,48 x 106 c 0,63 x 108 ± 1,54 x 107 bc 2,20 x 108 ± 4,88 x 107 
SLO orig + R a 7,57 x 108 ± 6,89 x 107 d 1,21 x 107 ± 1,87 x 106 a 5,49 x 108 ± 2,69 x 107 ab 2,94 x 108 ± 2,04 x 107 
SLO orig + R + I  d 0,41 x 108 ± 0,24 x 107 a 21,97 x 107 ± 26,38 x 106 c 0,53 x 108 ± 0,48 x 107 c 1,52 x 108 ± 1,77 x 107 
SLO rem b 3,47 x 108 ± 1,58 x 107 e 0,77 x 107 ± 1,37 x 106 b 2,81 x 108 ± 0,36 x 107 c 1,57 x 108 ± 0,42 x 107 
SLO rem + I  cd 0,58 x 108 ± 0,70 x 107 c 6,02 x 107 ± 8,62 x 106 c 0,55 x 108 ± 0,74 x 107 c 1,60 x 108 ± 2,37 x 107 
SLO rem + R a 5,79 x 108 ± 4,54 x 107 d 1,32 x 107 ± 1,49 x 106 ab 4,14 x 108 ± 1,99 x 107 a 3,77 x 108 ± 3,56 x 107 
SLO rem + R + I  c 0,96 x 108 ± 2,53 x 107 b 10,73 x 107 ± 32,60 x 106 c 0,85 x 108 ± 2,24 x 107 ab 3,18 x 108 ± 8,20 x 107 
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Priloga D 
 
Povprečno razmerje med posameznimi geni N cikla in splošno bakterijsko 16S rRNA populacijo (%), ter razmerja med posameznimi geni N cikla v originalnih 
(orig) in remediiranih (rem) tleh, glede na lokacijo (AT, SLO, KONT), z ali brez dodanega inokuluma (I) in rastline (R). 
 
Obravnavanje/Razmerje AOB/Bakt.              
16S rRNA 
nifH/Bakt. 
16S rRNA 
nirK/Bakt. 
16S rRNA 
nirS/Bakt. 
16S rRNA 
nosZI/Bakt. 
16S rRNA 
nosZII/Bakt. 
16S rRNA 
AOA/AOB nirK/nirS nosZI/nosZII 
AT orig 0,31 4,92 11,26 0,08 7,58 4,12 6,93 145,29 1,84 
AT orig + I 0,04 0,51 0,66 0,52 0,80 0,91 1,62 1,28 0,88 
AT orig + R 0,40 5,07 11,44 0,13 7,91 3,06 5,63 88,96 2,58 
AT orig + R + I 0,05 0,64 1,07 1,13 1,19 2,41 2,73 0,95 0,49 
AT rem 1,25 4,63 8,85 0,08 5,64 6,98 0,92 110,93 0,81 
AT rem + I 0,14 0,31 1,06 0,73 0,83 3,88 0,43 1,45 0,21 
AT rem + R 1,37 3,11 9,44 0,09 5,70 7,55 0,85 110,17 0,75 
AT rem + R + I  0,12 0,33 1,03 0,76 0,82 4,41 0,85 1,36 0,19 
KONT orig 0,42 4,83 9,18 0,19 6,42 2,66 3,32 48,80 2,41 
KONT orig + R 0,48 3,52 7,76 0,18 5,62 2,73 2,69 42,04 2,06 
KONT rem 0,47 3,39 8,91 0,22 6,45 2,57 3,16 40,83 2,51 
KONT rem + R 0,37 3,74 9,80 0,29 6,64 3,11 3,06 33,68 2,13 
SLO orig 0,74 4,64 13,17 0,16 9,71 5,11 7,89 82,40 1,90 
SLO orig + I 0,05 0,45 0,91 2,17 0,86 3,00 9,98 0,42 0,29 
SLO orig + R 0,49 3,58 10,66 0,17 7,72 4,14 6,92 62,49 1,87 
SLO orig + R + I  0,03 0,39 0,37 1,99 0,48 1,38 6,08 0,18 0,35 
SLO rem 1,47 3,20 9,15 0,20 7,40 4,13 2,68 45,20 1,79 
SLO rem + I  0,09 0,57 1,53 1,60 1,46 4,25 7,25 0,96 0,34 
SLO rem + R 0,49 2,16 7,63 0,17 5,45 4,96 4,45 43,80 1,10 
SLO rem + R + I  0,07 0,53 1,51 1,70 1,34 5,03 7,33 0,89 0,27 
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Priloga E 
 
Linearni mešani model in prikaz p-vrednosti za skupno talno DNA, številčnost bakterijskih in krenarhejskih 16S rRNA in glivnih ITS genov ter arhejski in 
bakterijski amoA gen, nifH, nirK, nirS, nosZI in nosZII v avstrijskih (AT), mežiških (SLO) in kontrolnih (KONT) tleh. Krepki tisk označuj statistične razlike 
(p<0,05) 
 
Avstrijska (AT) tla 
Vir variacije DNA  16S   Crenarchaea   ITS   amoA AOA amoA AOB  
Remediacija 0.01962 * <0.0001 *** 0.0068987  ** 0.893377     0.754490   <0.0001 *** 
Rastlina <0.0001 *** 0.0002668  *** 0.8426875       <0.0001 *** 0.006726    0.0008467  *** 
Inokulum <0.0001 *** 0.0010452  ** <0.0001 *** 0.005256  ** <0.0001 ** <0.0001 *** 
Remediacija: Rastlina 0.08891 . 0.3444864       0.0006868  ** 0.060302  . 0.390487     *** 0.9166551 
Remediacija: Inokulum 0.02230 * 0.0103403  * 0.9050191       0.759228     0.004380   0.1940864     
Rastlina: Inokulum 0.58299  0.1149343       0.3289596       0.506308     0.031684  ** 0.5435836     
Remediacija: Rastlina: Inokulum 0.01254 * 0.1011959       0.0080088  ** 0.005388  ** 0.460627     
 
0.1963391     
 
Vir variacije nifH   nirK   nirS   nosZI   nosZII   
Remediacija 0.98249       0.001695  ** 0.0270120  * 0.088724  . <0.0001 *** 
Rastlina 0.01481  * 0.001626  ** 0.0009226  *** 0.001354  ** 0.002253  ** 
Inokulum <0.0001 *** <0.0001 *** <0.0001 *** <0.0001 *** <0.0001 *** 
Remediacija: Rastlina 0.86156       0.875790      0.4958211     0.923291     0.939435     
Remediacija: Inokulum 0.31484       0.001082  ** 0.0459013  * 0.012864  * 0.008000  ** 
Rastlina: Inokulum 0.09487  . 0.156865      0.2798877     0.148476     0.014241  * 
Remediacija: Rastlina: Inokulum 0.44928       0.089807  . 0.2175463     0.125232     0.019971  * 
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Slovenska mežiška (SLO) tla 
Vir variacije DNA  16S   Crenarchaea   ITS   amoA AOA  amoA AOB  
Remediacija <0.0001 *** 0.0001002  *** <0.0001 *** 0.90648     0.016521  * 0.24826     
Rastlina 0.0001537 *** <0.0001 *** 0.718536     <0.0001 *** 0.654129     0.91738     
Inokulum <0.0001 *** 0.0308373  * <0.0001 *** 0.19916     <0.0001 *** <0.0001 *** 
Remediacija: Rastlina 0.8295343  0.2464563     0.087057  . 0.39828     0.008794  ** 0.91303     
Remediacija: Inokulum 0.7933761  0.0005151  *** 0.003429  ** 0.08778  . 0.016276  * 0.11130     
Rastlina: Inokulum 0.0191882 * 0.3690804     0.659993     0.66003     0.593653     0.11603     
Remediacija: Rastlina: Inokulum 0.2949535  0.6814116     0.188320     0.37893     0.089107  
 
0.05319  . 
 
Vir variacije nifH   nirK   nirS   nosZI   nosZII   
Remediacija 0.000417  *** 0.856645     0.0005544  *** 0.29156     0.509206     
Rastlina 0.005816  ** 0.070285  . 0.0002131  *** 0.03010  * 0.002073  ** 
Inokulum <0.0001 *** <0.0001 *** <0.0001 *** <0.0001 *** 0.019589  * 
Remediacija: Rastlina 0.686697     0.015550  * 0.5164396     0.11259     0.001023  ** 
Remediacija: Inokulum 0.480402     0.001307  ** 0.0001566  *** 0.01348  * 0.201491     
Rastlina: Inokulum 0.707583     
 
0.124886     0.5718326     0.40648     0.078648  . 
Remediacija: Rastlina: Inokulum 0.835681     0.207130     0.8322734     0.42187     0.445124     
Kontrolna (KONT) tla 
Vir variacije DNA  16S   Crenarchaea   ITS   amoA AOA   amoA AOB  
Remediacija 0.4331  0.8254       0.01387  * 0.05346  . 0.7083244     0.5522738     
Rastlina <0.0001 *** <0.0001 *** 0.17787     <0.0001 *** 0.0003977  *** 0.0004986  *** 
Remediacija: Rastlina 0.2277  0.4616       0.35457     0.01783  * 0.0197234  * 0.0177235  * 
 
Vir variacije nifH   nirK   nirS   nosZI   nosZII  
Remediacija 0.1435328     0.1649502     0.0254797  * 0.08539  . 0.3670       
Rastlina 0.0005374  *** 0.0002045  *** 0.0006058  *** <0.0001 *** 0.00001591  *** 
Remediacija: Rastlina 0.0707993  . 0.4809307     0.7243060     0.71648     0.8576       
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Priloga F 
 
Pearsonov koeficient koeracije med številčnostjo amoA AOA in AOB ter mineralnimi oblikami dušika    
(NH4-N, NO3-N) in topnim organskim dušikom (DON) in ogljikom (DOC) 
 
 amoA AOA in NH4-N amoA AOA in NO3-N amoA AOB in 
NH4-N 
amoA AOB in 
NO3-N 
p vrednost 0.00001953 0.00005551 0.1156 0.08507 
95 % interval 
zaupanja 
0,45 – 0,74 0,31 – 0,72 -0,06 – 0,48 -0,04 – 0,50 
Koeficient 
korelacije 
0,57 0,55 0,23 0,25 
 
 amoA AOA in DON amoA AOA in DOC amoA AOB in 
DON 
amoA AOB in 
DOC 
p vrednost <0,0001 0,1123 0,08591 0,6359 
95 % interval 
zaupanja 
0,62 – 0,86 -0,06 – 0,48 -0,04 – 0,50  -0,22 – 0,35 
Koeficient 
korelacije 
0,77 0,23 0,25 0,07 
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Priloga G 
 
Vsebnosti hranil (Ca, Mg, Fe, Al in Mn) v originalnih in remediiranih AT, SLO in KONT tleh 
 
Obravnavanje  Ca (%) Mg (%) Fe (%) Al (%) Mn (mg kg-1) 
AT orig 0,10 0,45 2,75 1,46 1009 
AT rem 0,36 0,50 3,02 1,48 474 
SLO orig 7,79 4,45 2,25 1,05 618 
SLO rem 8,92 4,84 2,17 0,98 360 
KONT orig 8,27 3,78 1,89 0,66 607 
KONT rem 7,88 3,57 1,90 0,66 506 
 
 
 
